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DESCRIPCIÓN 
 
Clasificación de tumores y pronóstico del cáncer de mama 
 
Campo de la invención 5 
 
La invención se refiere a la identificación y al uso de perfiles de expresión génica, o patrones, con relevancia clínica 
para el cáncer. En particular, la invención se basa en parte en las identidades de los genes que se expresan en 
correlación con el grado tumoral. Los niveles de expresión génica forman un índice molecular que es capaz de 
determinar el grado tumoral en un paciente y predecir el resultado clínico y, por tanto, el pronóstico para el paciente. 10 
La clasificación molecular del cáncer puede utilizarse opcionalmente en combinación con un segundo índice 
molecular para el diagnóstico del cáncer y su pronóstico. 
 
Los perfiles de expresión génica, ya sea que plasmados en la expresión de ácidos nucleicos, la expresión de 
proteínas u otros formatos expresión, pueden utilizarse para predecir el resultado clínico de los sujetos que padecen 15 
cáncer, predecir la reaparición del cáncer y/o predecir la aparición de cáncer metastásico. Los perfiles también 
pueden utilizarse en el estudio y/o el diagnóstico de las células y el tejido cancerosos, así como para el estudio del 
pronóstico de un sujeto. Cuando se utilizan para el diagnóstico o el pronóstico, los perfiles se utilizan para 
determinar el tratamiento del cáncer basado en la probabilidad de esperanza de vida, de reaparición del cáncer y/o 
de metástasis del cáncer. 20 
 
Antecedentes de la invención 
 
Los estudios de creación perfiles de expresión del genoma completo han creado una "pequeña inundación" de 
firmas genéticas de pronóstico para el cáncer de mama. Una cuestión importante es si estas firmas se solapan en el 25 
espacio de pronóstico y si la combinación de varias de ellas proporcionaría un pronóstico más preciso. En un estudio 
comparativo, se descubrió que cuatro firmas (los subtipos intrínsecos, la firma de 70 genes, la firma de respuesta a 
la herida y el índice de recurrencia), desarrolladas utilizando diferentes cohortes de pacientes y metodologías, eran 
muy concordantes en la clasificación de los pacientes en grupos de bajo y alto riesgo. Además, la combinación de 
estas firmas no proporciona una mejora significativa en la precisión predictiva, lo que señala que el espacio de 30 
información de pronóstico abarcado por estas firmas se solapa en gran parte. 
 
La importancia en el pronóstico del grado tumoral también ha sido establecido (Cianfrocca M, Goldstein LJ 
Oncologist 9:606-16, 2004). Diversos índices moleculares para el pronóstico del cáncer han sido citados 
anteriormente. Los ejemplos incluyen un índice de grado genómico (IGG) basado en 97 genes asociados al grado 35 
tumoral, que se ha demostrado que es fuertemente útil como pronóstico (Sotiriou C, Wirapati P, Loi S, et al. J Natl 
Cancer Inst 98:262-72, 2006); una firma de 70 genes (van 't Veer LJ, Dai H, van de Vijver MJ, et al. Nature 415:530-
6, 2002); y el algoritmo del índice de recurrencia de 21 genes Oncotype DX (Paik S, Shak S, Tang G, et al N Engl J 
Med 351:2817-26, 2004). 
 40 
Se ha citado que la firma del grado tumoral de 97 genes es comparable a la firma de 70 genes y al algoritmo del 
índice de recurrencia en cohortes independientes y se ha planteado la hipótesis de que la mayor parte del poder de 
pronóstico de estas firmas proviene de genes asociados a la proliferación celular. 
 
Una comparación de las firmas descritos anteriormente señala que los genes relacionados con el grado tumoral son 45 
denominadores comunes de estas firmas (véase, por ejemplo, Sotiriou C, Wirapati P, Loi S, et al J Natl Cancer Inst 
98:262-72, 2006; Desmedt C, C Sotiriou Cell Cycle 5:2198-202, 2006; Loi S, Haibe-Kains B, Desmedt C, et al J Clin 
Oncol 25:1239-46, 2007; y Sotiriou C, Piccart MJ Nat Rev Cancer 7:545-53, 2007). 
 
Más recientemente, se ha propuesto que una "firma génica de invasividad" (FGI) de 186 genes, derivado de la 50 
comparación de las células de cáncer de mama CD44+CD24-/bajo oncógenas con el epitelio mamario normal, se 
extiende más allá del espacio de pronóstico basado en la proliferación. Sin embargo, un examen cuidadoso señala 
que su capacidad de pronóstico también puede derivar de genes relacionados con la proliferación ya que el DGI está 
altamente correlacionado con una firma de grado tumoral (r = 0,81). 
 55 
Dada la importancia del grado tumoral en el pronóstico y la existencia de cientos de genes cuyos niveles de 
expresión se correlacionan altamente con el grado y la proliferación tumorales, puede que no sea sorprendente que 
puedan desarrollarse una multitud de firmas pronósticas aparentemente distintas. Además, la robustez del 
pronóstico y la redundancia de estos genes señalan que un ensayo mucho más simple que implique unos pocos 
genes puede ser suficiente. Por ejemplo, se ha observado que solo se necesita una fracción de los 97 genes para el 60 
IGG para el pronóstico. En un estudio independiente, Ivshina et al. también demostró que una firma de grado 
tumoral de 264 genes puede reducirse a 6 genes con medios informáticos (Ivshina AV, George J, Senko S, et al: 
Genetic reclassification of histologic grade delineates new clinical subtypes of breast cancer. Cancer Res 66:10292-
301, 2006). 
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La cita de documentos en el presente documento no ha de interpretarse como que refleja una admisión de que 
alguno es estado del arte relevante. Además, su cita no es una indicación de una búsqueda de divulgaciones 
relevantes. Todas las declaraciones relativas a la fecha o fechas o al contenido de los documentos se basan en la 
información disponible y no son una admisión en cuanto a su exactitud o corrección. 
 5 
Yamamoto et al, Cancer Genetics and Cytogenetics, Vol 174, 2007, 42-47 describe que la sobreexpresión de 
BUBR1 predijo la reaparición del tumor y la progresión de la enfermedad en el cáncer de vejiga. 
 
El documento WO 2005/008213A describe un algoritmo de perfil de expresión y un ensayo para el pronóstico del 
cáncer. 10 
 
Breve resumen de la invención 
 
La invención se basa en parte en el descubrimiento y la determinación de los niveles de expresión génica en las 
células tumorales que se correlacionan con el grado tumoral. Además del uso de los niveles de expresión de los 15 
genes identificados como una firma del grado tumoral, los niveles de expresión pueden utilizarse para proporcionar 
información de pronóstico, tal como la reaparición del cáncer, e información predictiva, tal como el grado de 
respuesta a ciertas terapias. 
 
Un gen identificado por la invención codifica BublB. Por tanto, se describen composiciones y métodos para el uso de 20 
la expresión del gen Bub1B para estudiar o determinar el grado tumoral, para proporcionar información de pronóstico 
y/o proporcionar predicciones del grado de respuesta clínica. En algunos casos, la determinación se hace con las 
células tumorales de un sujeto para llegar a un diagnóstico correspondiente al de un tumor de grado I, de grado III o 
grado intermedio. Los ejemplos no limitantes de células para su uso en la invención incluyen las recién aisladas del 
sujeto, las congeladas después de su aislamiento y las que se fijan y/o se incluyen, tales como las fijadas con 25 
formol, incluidas en parafina (FFIP). En algunas realizaciones, las células son células de la mama, tales como 
células de cáncer de mama. 
 
En un segundo aspecto, se desvelan composiciones y métodos para el uso niveles de expresión de otros cuatro 
genes para determinar el grado tumoral, para proporcionar información de pronóstico y/o proporcionar predicciones 30 
del grado de respuesta clínica. Estos genes adicionales codifican CENPA, NEK2, RACGAP1 y RRM2. Por tanto, la 
invención se basa en parte en el descubrimiento de cinco genes, cuyos niveles de expresión son útiles para la 
determinación del grado tumoral en un sujeto que padece cáncer y para proporcionar determinaciones de pronóstico 
y predictivas para el sujeto. 
 35 
Mientras que el nivel de expresión de cada uno de estos cinco genes puede utilizarse por separado en el estudio o la 
determinación del grado tumoral o para proporcionar información adicional, un tercer aspecto de la invención incluye 
el uso de cualquier combinación de los cinco genes divulgados. De este modo, en algunas realizaciones, puede 
utilizarse una combinación de niveles de expresión de Bub1B y uno, dos o tres cualesquiera de estos cuatro genes 
adicionales. De forma similar, puede utilizarse una combinación de niveles de expresión de CENPA y uno, dos o tres 40 
cualesquiera de Bub1B, NEK2, RACGAP1 o RRM2; de NEK2 y uno, dos o tres cualesquiera de Bub1B, CENPA, 
RACGAP1 o RRM2; de RACGAP1 y uno, dos o tres cualesquiera de Bub1B, CENPA, NEK2 o RRM2; de RRM2 y 
uno, dos o tres cualesquiera de Bub1B, CENPA, NEK2 o RACGAP1. 
 
En una realización, se desvela una combinación de los cinco niveles de expresión, como una firma de grado tumoral 45 
de 5 genes (o índice de grado molecular). Este índice, o IGM, es capaz de recapitular el grado tumoral y predecir el 
resultado clínico con un rendimiento comparable al IGG de 97 genes en dos cohortes independientes. El IGM 
también sirve como un factor de pronóstico de reaparición del cáncer y/o del resultado de supervivencia. 
 
En un aspecto adicional, la invención incluye el uso del IGM de 5 genes en combinación con un segundo índice 50 
molecular para el cáncer. En una realización, la combinación es del segundo índice molecular con los cinco genes 
divulgados. En otras realizaciones, la combinación puede ser con uno, dos, tres o cuatro de los cinco genes 
divulgados como se describe en el presente documento. En algunos casos, el segundo índice molecular es uno 
basado en los niveles de expresión de dos genes HoxB 13 e IL17BR. En particular, puede utilizarse un ratio de dos 
genes de la expresión de HoxB13 frente a la expresión de IL17BR (o ratio HoxB13:IL17BR) como segundo índice 55 
molecular (véase el documento US 2005/0239079 A1, el documento US 2005/0239083 A1 y el documento US 
2006/0154267 A1). En una realización alternativa, el segundo índice puede ser un ratio de dos genes de la 
expresión de HoxB13 frente a la expresión de CHDH. 
 
El ratio HoxB13:IL17BR (H:I) se descubrió sobre la base de un estudio de nuevos biomarcadores predictivos del 60 
resultado clínico más allá de los factores de pronóstico convencionales. Se emparejaron pacientes que desarrollaron 
reapariciones de cáncer con aquellos que no las desarrollaron con respecto al estadio y el grado tumoral. Se 
descubrió el ratio simple H:I era adecuada para predecir la reaparición del cáncer en pacientes con cáncer de mama 
con receptor estrogénico positivo (RE+) que recibían terapia adyuvante con tamoxifeno. Los estudios posteriores 
(Ma XJ, Hilsenbeck SG, Wang W, et al J Clin Oncol 24:4611-9, 2006; Goetz MP, Suman VJ, Ingle JN, et al Clin 65 
Cancer Res 12:2080-7, 2006; Jerevall PL, Brommesson S, Strand C, et al Breast Cancer Res Treat, 2007; y Jansen 
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MP, Sieuwerts AM, Look MP, et al J Clin Oncol 25:662-8, 2007) han demostrado, adicionalmente, que el ratio es 
tanto de pronóstico, tal como por ser un indicador de la agresividad tumoral, como predictiva del beneficio del 
tamoxifeno (es decir, la respuesta/resistencia al tamoxifeno) en ensayos clínicos tanto retrospectivos como 
aleatorios. 
 5 
Cuando tanto el IGM de 5 genes divulgados como el ratio H:I se analizaron utilizando la transcripción inversa-
reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) en tiempo real, se descubrió que la combinación proporciona una 
estratificación superior del riesgo de reaparición que la que es posible mediante cualquiera de ellos solo. Esto refleja 
un descubrimiento inesperado porque indica que el ratio H:I es independiente del grado tumoral. Como tal, la 
combinación de los dos índices mejora el diagnóstico del cáncer y permite una determinación más precisa de su 10 
pronóstico mediante el análisis de forma eficiente de parámetros independientes pertinentes para el cáncer. 
 
En realizaciones alternativas, la expresión del uno o más de los genes en la firma de 5 genes divulgada puede 
utilizarse en combinación con otros genes u otro índice molecular para el pronóstico del cáncer. Los ejemplos no 
limitantes incluyen el índice de grado genómico (IGG) basado en 97 genes asociados al grado tumoral (Sotiriou et al, 15 
citado anteriormente) y los subconjuntos de genes dentro de esos 97 genes; la firma de 70 genes MammaPrint (van 
't Veer et al., citado anteriormente) y los subconjuntos de genes dentro de esos 70 genes; el algoritmo del índice de 
recurrencia de 21 genes OncotypeDX (Paik et al, citado anteriormente) y los subconjuntos de genes dentro de esos 
21 genes; y el ensayo de 76 genes Veridex (Wang et al Lancet, 365(9460):671-679, 2005) y los subconjuntos de 
genes dentro de esos 76 genes. En otros casos, la expresión de uno o más de la firma de grado tumoral de 5 genes 20 
divulgada puede utilizarse en combinación con el nivel o niveles de expresión de uno o más genes expresados en 
correlación con un fenotipo de proliferación. En algunos casos, los genes expresados en correlación con un fenotipo 
de proliferación están dentro de los conjuntos de 97, 70, 21 y 76 genes como se han descrito anteriormente. Son 
ejemplos no limitantes de los genes expresados en correlación con un fenotipo de proliferación Ki-67, STK15, 
Survivina, Ciclina B1 y MYBL2. De este modo el nivel o niveles de expresión de uno, dos, tres o cuatro cualesquiera 25 
de los cinco genes del IGM pueden utilizarse con otros genes u otro índice molecular para el pronóstico del cáncer o 
como un factor predictivo del resultado clínico. Por supuesto, los niveles de expresión de los cinco genes, como un 
IGM, también pueden utilizarse en combinación con genes adicionales u otro índice como se ha descrito 
anteriormente y a continuación en el presente documento. Adicionalmente, una combinación de niveles de expresión 
de uno, algunos o todos los genes del IGM con genes adicionales también puede combinarse adicionalmente con el 30 
ratio H:I como se ha descrito anteriormente y a continuación en el presente documento como un factor de pronóstico 
o un factor predictivo del resultado clínico. 
 
De este modo, las realizaciones de la invención incluyen métodos que someten a ensayo la expresión de uno, 
algunos o todos los genes del IGM, opcionalmente con uno o más genes adicionales como se ha descrito 35 
anteriormente y opcionalmente en combinación con el ratio H:I, como un factor de pronóstico o un factor predictivo 
del resultado del tratamiento. Un método de ensayo de este tipo puede utilizarse para estratificar los sujetos RE+ por 
su valor de pronóstico y su valor predictivo. Como pronóstico, la estratificación puede basarse en los niveles de 
expresión diferenciales que se correlacionan con, y de este modo indican, la agresividad tumoral como ejemplo no 
limitante. Como factor predictivo, la estratificación puede basarse en los niveles de expresión diferenciales que se 40 
correlacionan con, y de este modo indican, el grado de respuesta (o sensibilidad) y/o la falta de respuesta (o 
resistencia) a la quimioterapia, que también puede considerarse como un factor predictivo del beneficio de la 
quimioterapia. Como ejemplo no limitante, la estratificación (basada en los niveles de expresión) puede utilizarse 
para predecir la resistencia endocrina (tal como la resistencia al tamoxifeno como ejemplo no limitante) y/o la 
predicción de los beneficios de los inhibidores que se dirigen a cánceres de mama endocrino resistentes. Los 45 
ejemplos no limitantes de dichos inhibidores incluyen los que se dirigen a mTOR (diana en mamíferos de la 
rapamicina, una serina/treonina proteína cinasa), PI3K (fosfoinosítido 3-cinasa), una serina/treonina proteína cinasa 
de la familia AKT (cuyos miembros incluyen Akt1, Akt2 y Akt3 en los seres humanos) y/o EGFR (receptor del factor 
de crecimiento epidérmico; HER1 en los seres humanos). La detección de la expresión génica puede ser, por 
supuesto, en cualquier muestra adecuada que contenga células como se describe en el presente documento. 50 
 
En realizaciones alternativas adicionales de la divulgación, el ratio H:I independiente del grado tumoral puede 
utilizarse en combinación con un índice molecular diferente para el pronóstico del cáncer (en lugar de uno, algunos o 
todos los genes del IGM). Los ejemplos no limitantes de dichos índices incluyen el índice de grado genómico (IGG) 
basado en 97 genes asociados al grado tumoral (Sotiriou et al, citado anteriormente) y los subconjuntos de genes 55 
dentro de esos 97 genes; la firma de 70 genes MammaPrint (van 't Veer et al., citado anteriormente) y los 
subconjuntos de genes dentro de esos 70 genes; el algoritmo del índice de recurrencia de 21 genes OncotypeDX 
(Paik et al, citado anteriormente) y los subconjuntos de genes dentro de esos 21 genes; y el ensayo de 76 genes 
Veridex (Wang et al Lancet, 365(9460):671-679, 2005) y los subconjuntos de genes dentro de esos 76 genes. En 
otros casos, puede utilizarse el ratio H:I en combinación con el nivel o niveles de expresión de uno o más genes 60 
expresados en correlación con un fenotipo de proliferación. En algunos casos, los genes expresados en correlación 
con un fenotipo de proliferación están dentro de los conjuntos de 97, 70, 21 y 76 genes como se han descrito 
anteriormente. Son ejemplos no limitantes de los genes expresados en correlación con un fenotipo de proliferación 
Ki-67, STK15, Survivina, Ciclina B1 y MYBL2. 
 65 
De este modo, en algunas realizaciones, la invención incluye someter a ensayo la expresión del ratio H:I en 
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combinación con el nivel o niveles de expresión de uno o más genes, tales como uno o más seleccionados entre Ki-
67, STK15, Survivina, Ciclina B1 y MYBL2. El método de ensayo puede utilizarse para estratificar los sujetos RE+ 
por su valor de pronóstico y su valor predictivo. Como pronóstico, la estratificación puede basarse en los niveles de 
expresión diferenciales que se correlacionan con, y de este modo indican, la agresividad tumoral como ejemplo no 
limitante. Como factor predictivo, la estratificación puede basarse en los niveles de expresión diferenciales que se 5 
correlacionan con, y de este modo indican, el grado de respuesta (o sensibilidad) y/o la falta de respuesta (o 
resistencia) a la quimioterapia, que también puede considerarse como un factor predictivo del beneficio de la 
quimioterapia. Como ejemplo no limitante, la estratificación (basada en los niveles de expresión) puede utilizarse 
para predecir la resistencia endocrina y/o la predicción de los beneficios de los inhibidores que se dirigen a cánceres 
de mama endocrinos resistentes. Los ejemplos no limitantes de dichos inhibidores incluyen los que se dirigen a 10 
mTOR (diana en mamíferos de la rapamicina, una serina/treonina proteína cinasa), PI3K (fosfoinosítido 3-cinasa), 
una serina/treonina proteína cinasa de la familia AKT (cuyos miembros incluyen Akt1, Akt2 y Akt3 en los seres 
humanos) y/o EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico; HER1 en los seres humanos). La detección de 
la expresión génica puede ser, por supuesto, en cualquier muestra adecuada que contenga células como se 
describe en el presente documento. 15 
 
En un aspecto adicional, la expresión de uno o más genes seleccionados entre Bub1B, CENPA, NEK2, RACGAP1 y 
RRM2 puede utilizarse como un factor de pronóstico o un factor predictivo del resultado clínico o para determinar el 
grado tumoral en un sujeto con una enfermedad mamaria benigna, tal como un sujeto al que se le diagnosticaría una 
enfermedad mamaria benigna en ausencia de la presente invención. El papel importante de la enfermedad mamaria 20 
benigna se analiza por Hartmann et al. (N. Engl. J. Med. 2005, 353:3). Los ejemplos no limitantes de enfermedad 
mamaria benigna incluyen los hallazgos histológicos de lesiones no proliferativas, lesiones proliferativas sin atipia e 
hiperplasia atípica. 
 
Dada la observación de que el cáncer de mama se produce después de un diagnóstico de enfermedad mamaria 25 
benigna, se ha especulado que los precursores de cáncer de mama están presentes en algunos casos de 
enfermedad mamaria benigna, tales como los que implican lesiones con atipia o hiperplasia atípica. De este modo, 
la presente invención incluye un método para determinar el grado tumoral en una célula mamaria de un sujeto, tal 
como una célula de una muestra histológica utilizada para diagnosticar una enfermedad mamaria benigna. El 
método puede comprender someter a ensayo una muestra de células mamarias de un sujeto para determinar los 30 
niveles de expresión de Bub1B, CENPA, NEK2, RACGAP1 y RRM2, en el que dichos niveles de expresión se 
correlacionan con un tumor de grado I o grado III o incluso un tumor de grado intermedio. Como alternativa, el 
método puede comprender someter a ensayo cualquier subconjunto de estos cinco genes, hasta solo uno cualquiera 
de los genes, para determinar la posible presencia de células tumorales de grado I, de grado III o de un grado 
intermedio. En algunas realizaciones, las células son de la muestra utilizada para diagnosticar la presencia de 35 
lesiones con atipia o hiperplasia atípica. 
 
Por supuesto, la invención incluye adicionalmente el uso del IGM y del ratio H:I en una muestra de un sujeto con una 
enfermedad mamaria benigna para determinar si el sujeto está en riesgo de desarrollo posterior de cáncer de mama. 
Como alternativa, la invención prevé el uso de solamente el ratio H:I con una muestra de este tipo para determinar el 40 
riesgo de desarrollo de cáncer de mama. 
 
En un aspecto adicional, puede utilizarse la expresión de uno o más genes seleccionados entre Bub1B, CENPA, 
NEK2, RACGAP1 y RRM2 como un factor de pronóstico o un factor predictivo del resultado clínico o para determinar 
el grado tumoral en un sujeto con carcinoma ductal in situ (o CDIS). Por tanto, la presente invención incluye un 45 
método para determinar el grado tumoral en una célula mamaria de un sujeto que padece, o se sospecha que tiene, 
CDIS. La célula puede ser una de una muestra histológica utilizada para diagnosticar el CDIS en el sujeto. El método 
puede comprender someter a ensayo una muestra de células de cáncer de mama de un sujeto para determinar los 
niveles de expresión de Bub1B, CENPA, NEK2, RACGAP1 y RRM2, en el que dichos niveles de expresión se 
utilizan como un factor de pronóstico o un factor predictivo del resultado clínico o se correlacionan con un tumor de 50 
grado I o de grado III o incluso un tumor de grado intermedio. Como alternativa, el método puede comprender 
someter a ensayo cualquier subconjunto de estos cinco genes, hasta solo uno cualquiera de los genes, como un 
factor de pronóstico o un factor predictivo del resultado clínico o para determinar la posible presencia de células 
tumorales de grado I, de grado III o de un grado intermedio. 
 55 
En otro aspecto, la invención incluye composiciones y métodos para detectar la expresión de uno o más genes 
seleccionados entre Bub1B, CENPA, NEK2, RACGAP1 y RRM2 para su uso como un pronóstico de la reaparición 
local de cáncer en el CDIS. En algunas realizaciones, un método basado en los niveles de expresión se utiliza 
ventajosamente en una muestra que contiene células de cáncer de mama de un sujeto con CDIS. Como ejemplo no 
limitante, la célula puede ser una de una muestra histológica preoperatoria utilizada para diagnosticar el cáncer en el 60 
sujeto. Para un sujeto de este tipo, el tratamiento de referencia es la cirugía, prefiriéndose la cirugía conservadora de 
la mama a una mastectomía radical, para retirar el CDIS. Esto con frecuencia va seguido de radioterapia 
postoperatoria, opcionalmente con terapia endocrina, tal como el tratamiento con tamoxifeno, un modulador selectivo 
del receptor estrogénico (SERM, por sus siglas en inglés), un regulador negativo selectivo del receptor estrogénico 
(SERD, por sus siglas en inglés) o un inhibidor de la aromatasa (AI, por sus siglas en inglés) y/o con quimioterapia. 65 
Pero este protocolo para abordar la posibilidad de reaparición del cáncer conduce a un exceso de tratamiento en 
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muchos sujetos que no van a experimentar reaparición del cáncer y al fracaso, en los casos de reaparición del 
cáncer. 
 
Por tanto, la invención incluye la detección de la expresión de los cinco de estos genes donde la alta expresión del 
IGM es un indicador del aumento de la probabilidad de reaparición local del cáncer en el sujeto debido a un fallo de 5 
la cirugía conservadora de la mama y la radioterapia y/o terapia endocrina o quimioterapia posteriores. En otras 
realizaciones, un método de este tipo utiliza la detección del ratio H:I como indicador sustituto de la alta expresión 
del IGM. Por supuesto, la invención incluye un método que combina la detección del IGM alto y el ratio H:I como 
indicadores del aumento de la probabilidad de reaparición local del cáncer después del tratamiento para el CDIS. 
Como alternativa, el método puede comprender someter a ensayo cualquier subconjunto de estos cinco genes del 10 
IGM, hasta solo uno cualquiera de los genes, opcionalmente en combinación con el ratio H:I, como indicadores del 
aumento de la probabilidad de reaparición local del cáncer después del tratamiento para el CDIS. 
 
Los métodos pueden incluir adicionalmente la identificación del sujeto como que tiene probabilidades, o no tiene 
probabilidades, de experimentar la reaparición local del cáncer y, opcionalmente, pueden incluir adicionalmente el 15 
ajuste de las modalidades de tratamiento para el sujeto para abordar el resultado esperado. Como ejemplo no 
limitante, la determinación de una baja probabilidad de reaparición puede utilizarse para confirmar la idoneidad de, o 
para seleccionar, la cirugía conservadora de la mama, opcionalmente con una reducción de las terapias 
postoperatorias, tal como la omisión de radiación y/o la omisión de tratamiento endocrino o quimioterapia. Como otro 
ejemplo no limitante, la determinación de una alta probabilidad de reaparición puede utilizarse para confirmar la 20 
idoneidad de, o para seleccionar, la mastectomía radical con inclusión de terapias postoperatorias, tales como la 
radiación y/o la terapia endocrina o la quimioterapia. 
 
En un aspecto adicional más, la invención incluye el uso de uno o más genes seleccionados entre Bub1B, CENPA, 
NEK2, RACGAP1 y RRM2 (o los cinco genes) como un factor de pronóstico o un factor predictivo del resultado 25 
clínico o para determinar el grado tumoral en un sujeto que está en evaluación basado en el consenso de expertos 
de St. Gallen de 2005 sobre el tratamiento primario del cáncer de mama temprano (véase Goldhirsch et al. Ann. 
Oncol. 2005, 16:1569-1583). Por tanto, la presente invención incluye un método para evaluar la expresión de uno, 
algunos o todos los genes del IGM en una célula mamaria de un sujeto como parte del diagnóstico diferencial y la 
selección de la terapia basada en el consenso de expertos. Los ejemplos no limitantes de partes del consenso que 30 
pueden utilizarse con los métodos divulgados incluyen el algoritmo para la selección de la terapia sistémica 
adyuvante para el cáncer de mama temprano; el grado de respuesta o la falta de respuesta a la terapia endocrina o 
el grado incierto de respuesta endocrina; y el estado ganglionar. Por supuesto, también se prevé la inclusión de uno 
o más aspectos de la invención en el consenso como un todo. En otras realizaciones, los métodos divulgados de 
creación de perfiles de expresión génica molecular se utilizan para confirmar las clasificaciones de grupos de bajo y 35 
alto riesgo, así como resolver incluir al menos algunos sujetos de la categoría de riesgo intermedio en los grupos de 
riesgo bajo o alto. 
 
En algunos casos, los métodos divulgados pueden utilizarse para seleccionar o eliminar terapias para las mujeres 
premenopáusicas o para las mujeres posmenopáusicas, con diagnóstico de cáncer. Las mujeres premenopáusicas 40 
incluyen aquellas que tienen menos de aproximadamente 35 años de edad. En estos sujetos, la alta expresión del 
IGM es un indicador de reaparición del cáncer. De este modo, la invención incluye el uso del nivel o niveles de 
expresión de uno o más genes seleccionados entre Bub1B, CENPA, NEK2, RACGAP1 y RRM2 como pronóstico de 
reaparición del cáncer de mama, tal como en los casos de CDIS, en un sujeto premenopáusico. Opcionalmente, el 
ratio H:I también se somete a ensayo y se utiliza como una combinación con el gen o genes del IGM. El método 45 
puede incluir someter a ensayo una muestra que contiene célula de cáncer de mama de un sujeto para determinar la 
expresión de estos genes. Como ejemplo no limitante, la célula puede ser una de una muestra histológica 
preoperatoria utilizada para diagnosticar el cáncer en el sujeto. En otros casos, el método incluye el uso de la 
expresión de los cinco de estos genes como una realización, donde la alta expresión del IGM es un indicador del 
aumento de la probabilidad de reaparición del cáncer en el sujeto premenopáusico. 50 
 
Los métodos pueden incluir la identificación del sujeto premenopáusico como que tiene probabilidades, o no tiene 
probabilidades, de experimentar la reaparición local del cáncer y, opcionalmente, pueden incluir adicionalmente el 
ajuste de las modalidades de tratamiento para el sujeto para abordar el resultado esperado. Como ejemplo no 
limitante, la determinación de una baja probabilidad de reaparición puede utilizarse para confirmar la idoneidad de, o 55 
para seleccionar, la cirugía conservadora de la mama, opcionalmente con una reducción de las terapias 
postoperatorias, tal como la omisión de radiación y/o la omisión de tratamiento endocrino o quimioterapia. Como otro 
ejemplo no limitante, la determinación de una alta probabilidad de reaparición puede utilizarse para confirmar la 
idoneidad de, o para seleccionar, la mastectomía radical con inclusión de terapias postoperatorias, tales como la 
radiación y/o la terapia endocrina o la quimioterapia. 60 
 
En otros casos, los métodos pueden utilizarse para ayudar en la selección del tratamiento, tal como entre la terapia 
endocrina, la quimioterapia, la radioterapia o una combinación de las mismas. En algunas realizaciones, la invención 
incluye composiciones y métodos para determinar los niveles de expresión de uno o más de los cinco genes del 
IGM, o de los cinco, como un factor predictivo de la eficacia de la terapia endocrina. En algunos casos, el factor 65 
predictivo puede ser del grado de respuesta o de la falta de respuesta a un SERM, tal como tamoxifeno, o a un 
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SERD. Esto incluye los casos en los que el ensayo de una muestra que contiene células de cáncer de mama de un 
sujeto revela un alto IGM, lo que indica la probabilidad de falta de respuesta al tamoxifeno. En otros casos, el factor 
predictivo puede ser de la eficacia de una forma de terapia endocrina sobre otra. Esto incluye un método que 
determina los niveles de expresión de uno, algunos o todos los genes del IGM como un indicador de un mayor grado 
de respuesta a un inhibidor de la aromatasa (AI) en comparación con el tamoxifeno u otro SERM o un SERD. El 5 
método puede incluir la identificación de un alto IGM en la expresión de uno o los cinco genes, lo que indica una 
probabilidad de un mayor grado de respuesta a un AI por encima del tamoxifeno. Los ejemplos no limitantes de un 
AI incluyen los inhibidores no esteroideos tales como letrozol y anastrozol y los inhibidores esteroideos irreversibles 
tales como exemestano. 
 10 
En más casos adicionales, la invención incluye composiciones y métodos para el uso de los niveles de expresión de 
uno o más de los cinco genes del IGM, o de los cinco, como un factor predictivo del resultado del tratamiento con 
quimioterapia. Opcionalmente, el ratio H:I también se somete a ensayo y se utiliza como una combinación con el gen 
o genes del IGM. El nivel o niveles de expresión de los genes pueden, de este modo, utilizarse para predecir la 
quimio-sensibilidad, tal como al paclitaxel/FAC (paclitaxel seguido de 5-fluorouracilo, doxorrubicina y ciclofosfamida) 15 
o al taxol o a la terapia con antraciclina, como ejemplos no limitantes. Por tanto, la invención incluye la detección de 
la expresión de los cinco de estos genes, en la que la alta expresión del IGM es un indicador de una mayor 
probabilidad de una respuesta completa patológica (RCp) a la quimioterapia, tal como el tratamiento postoperatorio 
(intervención postquirúrgica) con paclitaxel/FAC como ejemplo no limitante. Como ejemplo no limitante, la detección 
puede ser de la expresión en una célula de cáncer de una muestra que contiene células preoperatorias utilizada 20 
para diagnosticar el cáncer en el sujeto. Como alternativa, el método puede comprender someter a ensayo cualquier 
subconjunto de estos cinco genes del IGM, hasta solo uno cualquiera de los genes, como factores predictivos de 
sensibilidad o resistencia a la quimioterapia. 
 
El método puede incluir adicionalmente la identificación del sujeto como que tiene probabilidades, o no tiene 25 
probabilidades, de experimentar la RCp y, opcionalmente, puede incluir adicionalmente el ajuste de las modalidades 
de tratamiento para el sujeto para abordar el resultado esperado. Como ejemplo no limitante, la determinación de 
una baja probabilidad de RCp puede utilizarse para confirmar la idoneidad de, o para seleccionar, el tratamiento con 
quimioterapia, tal como paclitaxel/FAC. Como otro ejemplo no limitante, la determinación de una alta probabilidad de 
RCp puede utilizarse para confirmar la idoneidad de, o para seleccionar, la omisión de quimioterapia, tal como la 30 
omisión de paclitaxel/FAC, en favor de otras modalidades de tratamiento, tales como la mastectomía radical con 
inclusión de terapias postoperatorias, tales como la radiación. 
 
La invención incluye adicionalmente composiciones y métodos para el uso de los niveles de expresión de uno o más 
de los cinco genes del IGM, o de los cinco, como un factor predictivo del grado de respuesta de un cáncer 35 
(sensibilidad) al tratamiento con radiación. Opcionalmente, el ratio H:I también se somete a ensayo y se utiliza como 
una combinación con el gen o genes del IGM. La alta expresión de IGM puede utilizarse, de este modo, para 
predecir si un paciente de cáncer de mama será sensible a un tratamiento con radiación, tal como una intervención 
postquirúrgica. Por tanto, la invención incluye la detección de la expresión de los cinco de estos genes, en la que la 
alta expresión del IGM es un indicador de la sensibilidad postoperatoria al tratamiento con radiación. Como ejemplo 40 
no limitante, la célula de cáncer puede ser una de una muestra histológica preoperatoria utilizada para diagnosticar 
el cáncer en el sujeto. Como alternativa, el método puede comprender el ensayo de cualquier subconjunto de los 
cinco genes del IGM, hasta solo uno cualquiera de los genes, como factores predictivos de sensibilidad o resistencia 
a la quimioterapia. 
 45 
El método puede incluir adicionalmente la identificación del sujeto como que tiene probabilidades, o no tiene 
probabilidades, de ser sensible a la radioterapia después de la intervención quirúrgica, y, opcionalmente puede 
incluir adicionalmente el ajuste de las modalidades de tratamiento para el sujeto para abordar el resultado esperado. 
Como ejemplo no limitante, la determinación de una probabilidad de respuesta (sensibilidad) a la radiación 
postquirúrgica puede utilizarse para confirmar la idoneidad de, o para seleccionar, la radioterapia. Como otro 50 
ejemplo no limitante, la determinación de una baja probabilidad de respuesta (sensibilidad) a la radiación 
postquirúrgica puede utilizarse para confirmar la idoneidad de, o para seleccionar, la omisión de la radioterapia, 
opcionalmente en favor de la quimioterapia. 
 
Breve descripción de las figuras 55 
 
La Figura 1, parte A, ilustra la combinación del patrón de expresión de 5 genes en un solo índice (índice de grado 
molecular o IGM) a través de un análisis de componentes principales sin supervisión. El IGM se correlaciona 
fuertemente con el grado tumoral. La Figura 1, parte B, ilustra una agrupación basada en un modelo del IGM en todo 
el conjunto de datos, dando como resultado una distribución bimodal, con un punto de corte natural de 60 
aproximadamente 0. Este punto de corte clasificó correctamente la mayoría de los tumores de grado 1 y de grado 3 
(precisión global del 89 %) y estratificó los tumores de grado 2 en dos grupos (el 59 % y el 41 % en el grupo del IGM 
bajo y alto, respectivamente). Los datos de probabilidad de supervivencia a lo largo de 12 años de los sujetos con 
tumores de grado 2 se representaron sobre la base de los valores de IGM ≤ 0 y ≥ 0 en la parte C de la Figura 1 para 
ilustrar la capacidad de pronóstico del IGM. 65 
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La Figura 2 muestra una comparación del IGM y el IGG para la correlación con el grado tumoral y el resultado 
clínico. Las Partes A a C, ilustran una comparación del patrón de expresión de 5 genes con el IGG en la cohorte 
de Uppsala, mientras que las partes D a F corresponden a la cohorte de Estocolmo. Las Partes A y D son un 
análisis de la curva de característica operativa del receptor (ROC, por sus siglas en inglés) del IGM y el IGG para 
los discriminar los tumores de grado 1 y los de grado 3. Las partes B a F muestran las curvas de supervivencia 5 
de Kaplan-Meier que muestran la probabilidad de muerte específicamente por cáncer de mama de acuerdo con 
el estado del IGM o el IGG (alto frente a bajo). 
 
La Figura 3 muestra las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de acuerdo con la firma de pronóstico de 76 
genes o IGM en la cohorte TRANSBIG. Las Partes A y B son para todos los pacientes. Las partes C y D 10 
corresponden al grado tumoral RE+ subgrupo 1 o 2. 
 
La Figura 4 muestra el IGM determinado mediante el ensayo de RT-PCR TaqMan™ en la cohorte MGH. La Parte 
A ilustra la correlación del IGM con el grado tumoral. Las partes B a D muestran los análisis de Kaplan-Meier de 
supervivencia sin metástasis a distancia de acuerdo con el IGM utilizando todos los pacientes (parte B), los con 15 
ganglios linfáticos negativos (parte C) o los pacientes con ganglios linfáticos positivos (Parte D). 
 
La Figura 5 muestra los análisis de Kaplan-Meier de supervivencia sin metástasis a distancia de acuerdo con el 
IGM (parte A), el ratio H:I (parte B) o los tres grupos (riesgo bajo, intermedio y alto) generados por el peinado con 
el IGM y el ratio H:I (parte C) en la cohorte MGH, o los mismos tres grupos de riesgo en la cohorte de Oxford 20 
(parte D). La Figura 5E ilustra la interacción entre el IGM y el ratio H:I en la cohorte de la Tabla 1. Los pacientes 
con nodos negativos tratados con terapia endocrina o con terapia endocrina + quimioterapia (n = 93) de la 
cohorte se analizaron para determinar la interacción entre el IGM y el ratio H:I. El IGM era más consistente en la 
predicción de la metástasis a distancia en pacientes con alta HoxB13:IL17BR y, de forma similar, el ratio H:I era 
más consistente en pacientes con alto IGM. 25 
 
La Figura 6 muestra la correlación del ratio H:I y el IGM con la expresión de RE, RP y HER2 como se determinó 
mediante RT-PCR en tiempo real en los pacientes con ganglios linfáticos negativos tratados con terapia 
endocrina de la cohorte de la Tabla 1. Eje X, grupos definidos por el ratio H:I, el IGM o su combinación. Eje Y, 
nivel de expresión relativo de RE, RP o HER2 como se indica. 30 
 
La Figura 7 ilustra la interacción entre el IGM y el ratio H:I en la última cohorte. De forma similar a la cohorte de la 
Tabla 1, el IGM y el ratio H:I proporcionan información de pronóstico adicional el uno al otro. Los tumores con 
altos valores en ambos índices se asociaron a un pronóstico mucho peor que aquellos con solo un índice alto. 
 35 
La Figura 8 ilustra la aplicación del IGM para identificar con mayor precisión las poblaciones de riesgo intermedio 
y bajo según los protocolos de St. Gallen en poblaciones de riesgo alto, intermedio y bajo. 
 
La Figura 9 ilustra un resultado hipotético de un valor de IGM de 2,1 y su correlación con un riesgo del 19 % de 
reaparición del cáncer a los 5 años. 40 
 
La Figura 10 muestra los análisis de curvas de Kaplan-Meier de la estratificación de los pacientes mediante el 
IGM de acuerdo con el tratamiento clínico o la falta del mismo. El panel A muestra los resultados con pacientes 
que no recibieron ningún tratamiento sistémico. El panel B muestra los resultados con pacientes que solo 
recibieron la terapia endocrina. RR = relación de riesgo a partir del análisis de regresión de Cox univariante y los 45 
valores de p son de un ensayo del orden logarítmico. 
 
La Figura 11 muestra la capacidad predictiva del IGM para determinar la sensibilidad a la quimioterapia. 
 
La Figura 12 muestra los análisis de curvas de Kaplan-Meier de la estratificación de los pacientes mediante el 50 
IGM de acuerdo con el estado pre o postmenopáusico. El panel A muestra los resultados con mujeres 
postmenopáusicas (edad ≥ 50). El panel B muestra los resultados con mujeres premenopáusicas (edad ≤ 50). 
RR = relación de riesgo a partir del análisis de regresión de Cox univariante y los valores de p son de un ensayo 
del orden logarítmico. 

 55 
Descripción detallada de los modos de poner en práctica la invención 
 
Definiciones de los términos como se utilizan en el presente documento: 
 

Un "patrón" o "perfil" o "firma" de expresión génica se refiere a la expresión relativa de uno o más genes entre 60 
dos o más resultados clínicos, resultados de cáncer, reaparición del cáncer y/o resultados de supervivencia, que 
se correlaciona con la capacidad de distinguir entre dichos resultados. En algunos casos, el resultado es el de 
cáncer de mama. 

 
Un "gen" es un polinucleótido que codifica un producto aislado, ya sea de naturaleza ARN o proteínica. Se aprecia 65 
que más de un polinucleótido puede ser capaz de codificar un producto aislado. El término incluye los alelos y los 
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polimorfismos de un gen que codifican el mismo producto o un análogo del mismo funcionalmente asociado 
(incluyendo la ganancia, la pérdida o la modulación de la función), sobre la base de la localización cromosómica y la 
capacidad de recombinarse durante la mitosis normal. 
 
Los términos "correlacionar" o "correlación" o equivalentes de los mismos se refieren a una asociación entre la 5 
expresión de uno o más genes y un estado fisiológico de una célula a la exclusión de uno o más estados distintos 
como se identifica por el uso de los métodos como se describen en el presente documento. Un gen puede 
expresarse en un nivel superior o inferior y todavía correlacionarse con uno o más estados o resultados del cáncer. 
 
Un "polinucleótido" es una forma polimérica de nucleótidos de cualquier longitud, ya sean ribonucleótidos o 10 
desoxirribonucleótidos. Este término se refiere solo a la estructura primaria de la molécula. Por tanto, este término 
incluye ADN y ARN bicatenarios y monocatenarios. También incluye tipos conocidos de modificaciones, incluyendo 
marcadores conocidos en la técnica, metilación, "caperuzas", sustitución de uno o más de los nucleótidos naturales 
por un análogo y modificaciones internucleotídicas tales como enlaces no cargados (por ejemplo, fosforotioatos, 
fosforoditioatos, etc.), así como formas no modificadas del polinucleótido. 15 
 
El término "amplificar" se utiliza en sentido amplio para significar que la creación de un producto de amplificación 
puede hacerse enzimáticamente con ADN o ARN polimerasas. "Amplificación", como se utiliza en el presente 
documento, se refiere en general al proceso de producción de múltiples copias de una secuencia deseada, en 
particular las de una muestra. "Múltiples copias" significa al menos 2 copias. Una "copia" no significa necesariamente 20 
complementariedad de secuencia perfecta o identidad a la secuencia de la plantilla. 
 
Por correspondiente se entiende que una molécula de ácido nucleico comparte una cantidad sustancial de identidad 
de secuencia con otra molécula de ácido nucleico. Cantidad sustancial significa al menos el 95 %, habitualmente al 
menos el 98 % y más habitualmente al menos el 99 %, y la identidad de secuencia se determina utilizando el 25 
algoritmo BLAST, como se describe en Altschul et al. (1990), J. Mol. Biol. 215:403-410 (utilizando los ajustes 
predeterminados publicados, es decir, los parámetros w = 4, t = 17). Los métodos para la amplificación de ARNm se 
conocen en general en la técnica e incluyen la PCR de transcripción inversa (RT-PCR) y los descritos en la Solicitud 
de Patente de los EE.UU. 10/062.857 (presentada el 25 de octubre de 2001), así como en las Solicitudes de Patente 
Provisional de los EE.UU. 60/298.847 (presentada el 15 de junio de 2001) y 60/257.801 (presentada el 22 de 30 
diciembre de 2000). Otro método que puede utilizarse es la PCR cuantitativa (o Q-PCR). Como alternativa, el ARN 
puede marcarse directamente como el ADNc correspondiente mediante métodos conocidos en la técnica. 
 
Una "micromatriz" es una matriz lineal o bidimensional de regiones preferentemente aisladas, cada una con un área 
definida, formada sobre la superficie de un soporte sólido tal como, pero no limitado a, vidrio, plástico o membrana 35 
sintética. La densidad de las regiones aisladas en una micromatriz se determina por el número total de 
polinucleótidos inmovilizados que se han de detectar en la superficie de un único soporte de fase sólida, 
preferentemente al menos aproximadamente 50/cm2, más preferentemente al menos aproximadamente 100/cm2, 
incluso más preferentemente al menos aproximadamente 500/cm2, pero preferentemente por debajo de 
aproximadamente 1.000/cm2. Preferentemente, las matrices contienen menos de aproximadamente 500, 40 
aproximadamente 1000, aproximadamente 1500, aproximadamente 2000, aproximadamente 2500 o 
aproximadamente 3000 polinucleótidos inmovilizados en total. Como se utiliza en el presente documento, una 
micromatriz de ADN es una matriz de oligonucleótidos o polinucleótidos colocada sobre un chip u otras superficies 
utilizadas para hibridarse con los polinucleótidos amplificados o clonados de una muestra. Puesto que se conoce la 
posición de cada grupo particular de cebadores en la matriz, las identidades de una muestra de polinucleótidos 45 
pueden determinarse sobre la base de su unión a una posición particular en la micromatriz. 
 
Debido a que la invención se basa en la identificación de genes que se sobre- o infraexpresan, una realización de la 
invención implica determinar la expresión mediante la hibridación de ARNm, o una versión amplificada o clonada del 
mismo, de una célula de muestra con un polinucleótido que es único para una secuencia génica particular. Los 50 
polinucleótidos preferidos de este tipo contienen al menos aproximadamente 20, al menos aproximadamente 22, al 
menos aproximadamente 24, al menos aproximadamente 26, al menos aproximadamente 28, al menos 
aproximadamente 30 o al menos aproximadamente 32 pares de bases consecutivas de una secuencia génica que 
no se encuentran en otras secuencias génicas. El término "aproximadamente" como se ha utilizado en la frase 
anterior se refiere a un aumento o disminución del 1 desde el valor numérico indicado. Incluso se prefieren más los 55 
polinucleótidos de al menos o aproximadamente 50, al menos o aproximadamente 100, al menos o 
aproximadamente 150, al menos o aproximadamente 200, al menos o aproximadamente 250, al menos o 
aproximadamente 300, al menos o aproximadamente 350 o al menos o aproximadamente 400 pares de bases de 
una secuencia génica que no se encuentran en otras secuencias génicas. El término "aproximadamente" como se 
ha utilizado en la frase anterior se refiere a un aumento o disminución del 10 % del valor numérico indicado. Dichos 60 
polinucleótidos también pueden denominarse sondas polinucleotídicas que son capaces de hibridarse con 
secuencias de los genes, o partes únicas de los mismos, descritas en el presente documento. Preferentemente, las 
secuencias son las del ARNm codificado por los genes, el ADNc correspondiente a dichos ARNm, y/o versiones 
amplificadas de dichas secuencias. En realizaciones preferidas de la divulgación, las sondas polinucleotídicas se 
inmovilizan sobre una matriz, otros dispositivos, o en puntos individuales que localizan las sondas. 65 
 

E08872935
28-02-2017ES 2 618 353 T3

 



10 

En otra realización de la invención, la totalidad o parte de una secuencia desvelada puede amplificarse y detectarse 
por métodos tales como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y variaciones de la misma, tales como, pero 
no limitadas a, la PCR cuantitativa (Q-PCR), la PCR de transcripción inversa (RT-PCR) y la PCR en tiempo real, 
opcionalmente RT-PCR en tiempo real. Dichos métodos serían utilizar uno o dos cebadores que son 
complementarios a porciones de una secuencia desvelada, donde los cebadores se utilizan para la síntesis de ácido 5 
nucleico cebado. Los ácidos nucleicos recién sintetizados están opcionalmente marcados y pueden detectarse 
directamente o mediante hibridación con un polinucleótido de la invención. Los ácidos nucleicos recién sintetizados 
pueden ponerse en contacto con polinucleótidos (que contienen secuencias) de la invención en condiciones que 
permitan su hibridación. 
Como alternativa, y en otra realización de la invención, la expresión génica puede determinarse mediante el análisis 10 
de la proteína expresada en una muestra celular de interés mediante el uso de uno o más anticuerpos específicos 
para uno o más epítopos de los productos génicos individuales (proteínas) en dicha muestra celular. Dichos 
anticuerpos se marcan preferentemente para permitir su detección fácil después de la unión al producto génico. 
 
El término "marcador" se refiere a una composición capaz de producir una señal detectable indicativa de la 15 
presencia de la molécula marcada. Los marcadores adecuados incluyen radioisótopos, cromóforos nucleotídicos, 
enzimas, sustratos, moléculas fluorescentes, restos quimioluminiscentes, partículas magnéticas, restos 
bioluminiscentes y similares. Como tal, un marcador es cualquier composición detectable por medios 
espectroscópicos, fotoquímicos, bioquímicos, inmunoquímicos, eléctricos, ópticos o químicos. 
 20 
El término "soporte" se refiere a soportes convencionales tales como perlas, partículas, tiras reactivas, fibras, filtros, 
membranas y soportes de silano o silicato tales como portaobjetos de vidrio. 
 
Como se utiliza en el presente documento, una "muestra de tejido canceroso" o "muestra de células cancerosas" se 
refieren a una célula que contiene la muestra de tejido aislado de un individuo que padece el cáncer 25 
correspondiente. La muestra puede ser de material retirado a través de un procedimiento quirúrgico, tal como una 
biopsia. Dichas muestras son aislados primarios (a diferencia de las células cultivadas) y pueden recogerse por 
cualquier medio adecuado reconocido en la técnica. En algunas realizaciones, la "muestra" puede recogerse por un 
método no invasivo, incluyendo, pero no limitado a, la abrasión o la aspiración con aguja fina. 
 30 
Una "muestra de tejido mamario" o "muestra de células mamarias" se refiere a una muestra de tejido mamario o 
fluido aislado de un individuo que se sospecha que padece, o está en riesgo de desarrollar, cáncer de mama. Dichas 
muestras son aislados primarios (a diferencia de las células cultivadas) y pueden recogerse por cualquier medio no 
invasivo, incluyendo, pero no limitado a, el lavado ductal, la aspiración con aguja fina, la biopsia con aguja, los 
dispositivos y métodos descritos en la Patente de los EE.UU. N.º 6.328.709 o cualquier otro medio adecuado 35 
reconocido en la técnica. Como alternativa, la "muestra" puede recogerse por un método invasivo, incluyendo, pero 
no limitado a, la biopsia quirúrgica. 
 
"Expresión" y "expresión génica" incluyen la transcripción y/o traducción de material de ácido nucleico. Por supuesto, 
el término también puede limitarse, si así se indica, para referirse únicamente a la transcripción de ácidos nucleicos. 40 
 
Como se utiliza en el presente documento, la expresión "que comprende" y sus afines se utilizan en su sentido 
inclusivo; es decir, equivalente a la expresión "que incluye" y sus correspondientes afines. 
 
Las condiciones que "permiten" que se produzca un acontecimiento o las condiciones que son "adecuadas" para que 45 
un acontecimiento se produzca, tal como la hibridación, la extensión de la cadena y similares, o las condiciones 
"adecuadas" son condiciones que no impiden que dichos acontecimientos se produzcan. Por tanto, estas 
condiciones permiten, potencian, facilitan y/o propician el acontecimiento. Dichas condiciones, conocidas en la 
técnica y descritas en el presente documento, dependen de, por ejemplo, la naturaleza de la secuencia nucleotídica, 
la temperatura y la condiciones tamponantes. Estas condiciones también dependen de qué acontecimiento se 50 
desea, tal como la hibridación, la escisión, la extensión o la transcripción de la cadena. 
 
La "mutación" de la secuencia, como se utiliza en el presente documento, se refiere a cualquier alteración de la 
secuencia en la secuencia de un gen desvelado en el presente documento de interés en comparación con una 
secuencia de referencia. Una mutación de secuencia incluye cambios de un único nucleótido o alteraciones de más 55 
de un nucleótido en una secuencia, debido a mecanismos tales como la sustitución, la deleción o la inserción. El 
polimorfismo de nucleótido único (PNU) también es una mutación de secuencia como se utiliza en el presente 
documento. Debido a que la presente invención se basa en el nivel relativo de expresión génica, las mutaciones en 
regiones no codificantes de genes como se desvelan en el presente documento también pueden ensayarse en la 
práctica de la invención. 60 
 
"Detección" incluye cualquier medio de detección, incluyendo la detección directa e indirecta de la expresión génica 
y los cambios en la misma. Por ejemplo, pueden observarse "detectablemente menos" productos directamente o 
indirectamente y el término indica cualquier reducción (incluyendo la ausencia de señal detectable). De forma 
similar, "detectablemente más" producto significa cualquier aumento, observado ya sea directamente o 65 
indirectamente. 
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Los aumentos y disminuciones en la expresión de las secuencias desveladas se definen en los siguientes términos 
basados en los cambios porcentuales o en número de veces por encima de la expresión en las células normales. 
Los aumentos pueden ser del 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 o 200 % en relación con los 
niveles de expresión en las células normales. Como alternativa, los aumentos en número de veces pueden ser de 1, 5 
1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, 8, 8,5, 9, 9,5 o 10 veces por encima de los niveles de expresión en las 
células normales. Las disminuciones pueden ser del 10, 20, 30, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 
94, 96, 98, 99 o 100 % en relación con los niveles de expresión en las células normales. 
 
A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y científicos utilizados en el presente documento 10 
tienen el mismo significado que se entiende frecuentemente por un experto habitual en la técnica a la que pertenece 
la presente invención. 
 
General 
 15 
En la presente invención, a través de enfoques basados tanto en los datos como en el conocimiento, una firma de 
grado tumoral de 5 genes (IGM) se desarrolló y se implementó en un ensayo de RT-PCR consistente. Una 
característica importante del IGM es que su cálculo no implica una ponderación compleja basada en el resultado 
clínico. En cambio, es una correlación molecular del grado tumoral y su capacidad de pronóstico deriva de este 
último (denominado enfoque "ascendente"). La ventaja del IGM sobre el grado tumoral histológico es doble. En 20 
primer lugar, como el IGG, clasifica los tumores de grado 2 ya sea como similares al grado 1 o similares al grado 3, 
eliminando la mayor parte de la ambigüedad de la clasificación del tumor patológico. En segundo lugar, y debido a 
que un ensayo basado en RT-PCR puede normalizarse en el laboratorio clínico, también elimina la subjetividad y la 
variabilidad inter/intraobservador asociada a la clasificación patológica. 
 25 
Los resultados divulgados también muestran que la precisión de pronóstico del IGM puede aumentarse al considerar 
también el ratio H:I y viceversa, lo que señala un algoritmo simple que estratifica a los pacientes en tres grupos de 
riesgo. El IGM y el ratio H:I parecen representar dos módulos de pronóstico distintos en el cáncer de mama, como se 
señaló por la observación de que el ratio H:I, pero no el IGM, se asocia a la señalización estrogénica. 
 30 
Más allá de sus capacidades de pronóstico, el IGM y el ratio H:I también son factores predictivos potenciales para el 
beneficio terapéutico de la quimioterapia y la terapia endocrina, respectivamente. Un alto grado tumoral o índice 
mitótico predicen el beneficio de la quimioterapia en pacientes con cáncer de mama con ganglios negativos. De 
forma similar, se ha demostrado que el grupo de proliferación de los genes en el algoritmo del índice de recurrencia 
predice el beneficio de la quimioterapia en pacientes RE+ ganglios negativos. De hecho, un IGM alto predice la 35 
respuesta patológica completa en pacientes con cáncer de mama RE+ tratados con paclitaxel preoperatorio seguido 
de 5-fluorouracilo, doxorrubicina y ciclofosfamida. 
 
Dos estudios recientes del ratio H:I han demostrado su potencial como un nuevo biomarcador del grado de 
respuesta endocrina más allá de los receptores de estrógeno y progesterona. En un estudio de cáncer de mama 40 
recurrente, una relación H:I baja estaba fuertemente asociada a la respuesta a la terapia de primera línea con 
tamoxifeno. De forma similar, en un análisis de muestras tumorales de un ensayo clínico aleatorizado prospectivo 
comparando 2 años frente a 5 años de tratamiento con tamoxifeno, un bajo HoxB13 o una relación H:I baja 
predijeron significativamente el beneficio de la terapia prolongada con tamoxifeno. Estos resultados son coherentes 
con la observación de que el estrógeno regula negativamente el HoxB13 y regula positivamente la expresión de 45 
IL17BR. Por tanto, en los tumores RE+, un HoxB13 o una relación H:I altos pueden considerarse como un marcador 
de señalización estrogénica disfuncional. 
 
Los papeles dobles del IGM y el ratio H:I son especialmente relevantes en el contexto de las últimas directrices del 
consenso de St. Gallen (2005) para la selección del tratamiento para el cáncer de mama en estadio temprano. Las 50 
directrices de St. Gallen clasifican a los pacientes con cáncer de mama RE+ con ganglios negativos en grupos de 
riesgo bajo e intermedio, perteneciendo la mayoría al segundo. Una decisión importante es si mantener el 
tratamiento con quimioterapia para algunos de los pacientes del grupo de riesgo intermedio, una cuestión abordada 
por dos nuevos ensayos clínicos prospectivos. En la cohorte de la Tabla 1 descrita en el presente documento, la 
aplicación de las directrices de St. Gallen dio como resultado la clasificación del 86 % de los pacientes en el grupo 55 
de riesgo intermedio, que podrían volver a clasificarse como de bajo (43 %), intermedio (26 %) o alto (31 %) riesgo 
utilizando el IGM y el ratio H:I. 
 
La excelente probabilidad de supervivencia sin enfermedad de los pacientes de bajo riesgo señala que 
potencialmente podría ahorrárseles la quimioterapia tóxica sin comprometer su pronóstico, mientras que deberían 60 
añadirse pautas de quimioterapia más intensas o nuevos agentes terapéuticos al grupo de alto riesgo. Por tanto, la 
estratificación del riesgo basada en el IGM y el ratio H:I y sus respectivas capacidades predictivas podrían añadirse 
a las directrices existentes para equilibrar mejor la relación riesgo-beneficio de las modalidades de tratamiento 
actuales. 
 65 
Por tanto, la presente invención incluye un IGM validado como un potente factor de pronóstico en el cáncer de 
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mama RE+. Además, el IGM y el ratio H:I pueden combinarse para proporcionar información de pronóstico más 
precisa que cualquiera de ellos solo. La identificación de un subgrupo de pacientes con muy mal resultado utilizando 
estos dos biomarcadores facilita el diseño de ensayos clínicos para dirigirse a los cánceres tanto con IGM alto como 
relación H:I alta. 
 5 
IGM 
 
Los genes divulgados como se expresa en correlación con los grados tumorales particulares proporcionan la 
capacidad de enfocar el análisis de la expresión génica a solo aquellos genes que contribuyen a la capacidad de 
identificar un sujeto como que tiene probabilidades de tener un pronóstico particular, o un resultado clínico, con 10 
respecto a otro. La expresión de otros genes en una célula cancerosa sería relativamente incapaz de proporcionar 
información de interés y, por tanto, de ayudar en estas discriminaciones. 
 
Para determinar los niveles de expresión de genes en la práctica de la presente invención, puede utilizarse cualquier 
método conocido en la técnica. En algunas realizaciones, se utiliza la expresión basada en la detección de ARN que 15 
se hibrida con los genes identificados y divulgados en el presente documento. Esto se realiza fácilmente mediante 
cualquier método de detección o amplificación + detección de ARN, conocido o reconocido como equivalente en la 
técnica tal como, pero no limitado a, transcripción inversa-PCR, los métodos divulgados en la solicitud de patente de 
los EE.UU. N.º de serie 10/062.857 (presentada el 25 de octubre de 2001), así como la solicitud de patente 
provisional de los EE.UU. 60/298.847 (presentada el 15 de junio de 2001) y 60/257.801 (presentada el 22 de 20 
diciembre de 2000) y métodos para detectar la presencia o ausencia de secuencias estabilizadoras o 
desestabilizadoras del ARN. 
 
Como alternativa, puede utilizarse la expresión basada en la detección del estado del ADN. La detección del ADN de 
un gen identificado como metilado o eliminado puede utilizarse para genes que tienen una menor expresión. Esto 25 
puede realizarse fácilmente por métodos basados en la PCR conocidos en la técnica, incluyendo, pero no limitados 
a, Q-PCR. Por el contrario, la detección del ADN de un gen identificado como amplificado puede utilizarse para los 
genes que tienen una mayor expresión en correlación con un resultado de cáncer de mama particular. Esto puede 
realizarse fácilmente por métodos basados en la PCR, hibridación in situ fluorescente (FISH) e hibridación 
cromosómica in situ (CISH) conocidos en la técnica. 30 
 
También puede utilizarse la expresión basada en la detección de una presencia, aumento o disminución de los 
niveles o actividad de proteínas. La detección puede realizarse por cualquier método basado en la 
inmunohistoquímica (IHC), basado en sangre (especialmente para proteínas secretadas), basado en anticuerpos 
(incluyendo autoanticuerpos contra la proteína), basado en células de exfoliado (del cáncer), basado en 35 
espectroscopia de masas y basado en imágenes (incluyendo el uso de ligando marcado), conocido en la técnica y 
reconocido como apropiado para la detección de la proteína. Los métodos basados en anticuerpos e imágenes son, 
adicionalmente, útiles para la localización de tumores después de la determinación del cáncer mediante el uso de 
células obtenidas por un procedimiento no invasivo (tal como el lavado ductal o la aspiración con aguja fina), donde 
no se conoce el origen de las células cancerosas. Pueden utilizarse un anticuerpo o ligando marcados para localizar 40 
el carcinoma o carcinomas en un paciente. 
 
Una realización utilizando un ensayo basado en ácidos nucleicos para determinar la expresión es mediante la 
inmovilización de una o más secuencias de los genes identificados en el presente documento sobre un soporte 
sólido, incluyendo, pero no limitado a, un sustrato sólido como una matriz o a perlas o tecnología basada en perlas 45 
como se conocen en la técnica. Como alternativa, también pueden utilizarse ensayos de expresión basados en 
solución conocidos en la técnica. 
 
El gen o genes inmovilizados pueden estar en forma de polinucleótidos que son únicos o de otra manera específicos 
para el gen o genes de manera que el polinucleótido sería capaz de hibridarse con un ADN o ARN correspondiente 50 
al gen o genes. Estos polinucleótidos pueden ser la longitud completa del gen o genes o pueden ser secuencias 
cortas de los genes (hasta un nucleótido más cortas que la secuencia de longitud completa conocida en la técnica 
por deleción del extremo 5' o 3' de la secuencia) que están opcionalmente mínimamente interrumpidas (tal como por 
desapareamientos o pares de bases no complementarias insertadas) de manera que la hibridación con un ADN o 
ARN correspondiente al gen o genes no se ve afectada. En algunos casos, los polinucleótidos utilizados son del 55 
extremo 3' del gen, tales como de aproximadamente 350, aproximadamente 300, aproximadamente 250, 
aproximadamente 200, aproximadamente 150, aproximadamente 100 o aproximadamente 50 nucleótidos desde la 
señal de poliadenilación o el sitio de poliadenilación de un gen o secuencia expresada. Los polinucleótidos que 
contienen mutaciones relacionadas con las secuencias de los genes divulgados también pueden utilizarse siempre 
que la presencia de las mutaciones todavía permita la hibridación para producir una señal detectable. 60 
 
El gen o genes inmovilizados pueden utilizarse para determinar el estado de muestras de ácidos nucleicos 
preparadas a partir de células de cáncer de muestra, o de mama, para las que el resultado del sujeto de la muestra 
(por ejemplo, el paciente del que se obtiene la muestra) no se conoce o para la confirmación de un resultado que ya 
se ha asignado al sujeto de la muestra. Sin limitar la invención, una célula de este tipo puede ser de un paciente con 65 
cáncer de mama RE+. El polinucleótido o polinucleótidos inmovilizados solo necesitan ser suficientes para hibridarse 
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específicamente con las moléculas de ácido nucleico correspondientes derivadas de la muestra en condiciones 
adecuadas. 
 
La invención se basa en parte en el descubrimiento de un factor de pronóstico y predictivo basado en la expresión 
génica del resultado clínico y el grado tumoral, tal como el que utiliza muestras de cáncer de tejidos FFIP, muestras 5 
congeladas o muestras frescas. Los niveles de expresión de estos genes se correlacionan con el grado tumoral y los 
resultados clínicos como se describe en el presente documento, así como la determinación del pronóstico de un 
sujeto. Los genes identificados tienen papeles en el ciclo celular y notificaron una expresión máxima de la siguiente 
manera: 
 10 

Gen Pico de Expresión Papel en el ciclo celular 
BUB1B G2/M Punto de control del ensamblaje del 

huso mitótico 
CENPA G2/M Ensamblaje del centrómero 
NEK2 G2/M Duplicación del centrosoma 
RACGAP1 No determinado Iniciación de la citocinesis 
RRM2 S Replicación del ADN 

 
Las secuencias de estos genes se han notificado y caracterizado anteriormente en el campo. Por ejemplo, el gen 
BUB1B humano se identifica mediante Unigene Hs.631699, que se caracteriza por 273 secuencias 
correspondientes, el 6 de septiembre de 2007. 
 15 
En la misma fecha, los genes CENPA, NEK2, RACGAP1 y RRM2 humanos se identifican mediante Hs. 1594 (con 
129 secuencias correspondientes), Hs. 153704 (con 221 secuencias correspondientes), Hs. 696319 (con 349 
secuencias correspondientes) y Hs. 226390 (con 1348 secuencias correspondientes), respectivamente. Las 
secuencias correspondientes a cada uno de estos identificadores Unigene se incorporan en el presente documento 
por referencia como si se expusiera con todo detalle y pueden utilizarse en la práctica de la invención por el experto 20 
en la materia según se considere apropiado. 
 
Se divulgan dos de doce secuencias representativas de ARNm de BUB1B identificadas mediante Unigene 
Hs.631699 en el listado de secuencias; se desvelan dos de once secuencias representativas de ARNm de CENPA 
identificadas mediante Hs. 1594 en el listado de secuencias; se desvelan dos de diecisiete secuencias 25 
representativas de ARNm de NEK2 identificadas mediante Hs. 15704 en el listado de secuencias; se desvelan dos 
de quince secuencias representativas de ARNm de RACGAP1 identificadas mediante Hs. 696319 en el listado de 
secuencias; y se desvelan dos de 24 secuencias representativas de ARNm de RRM2 identificadas mediante Hs. 
226390 en el listado de secuencias. Las secuencias desveladas en el listado son no limitantes para la práctica de la 
invención desvelada, pero se proporcionan como pruebas del conocimiento sustancial en el campo con respecto a 30 
las secuencias que son los genes divulgados. Adicionalmente, el experto es plenamente capaz de alinear 
cualesquiera dos o más de las secuencias conocidas para cada uno de estos genes para identificar áreas de 
identidad o cambios conservados como regiones que identifican cada uno de estos genes. 
 
Las secuencias de los mismos genes también se han identificado y caracterizado a partir de otras especies 35 
animales. De este modo, el experto en el campo es claramente consciente de cómo identificar los genes divulgados 
con respecto a otros genes animales. El experto en la materia también puede comparar opcionalmente las 
secuencias conocidas de los genes divulgados de diferentes fuentes animales para identificar regiones y secuencias 
conservadas únicas para estos genes con respecto a otros genes. 
 40 
De forma similar, el uso de STK15, Survivina, Ciclina B1 y MYBL2 como se describe en el presente documento se 
apoya en los informes anteriores con respecto a estos genes y secuencias representativas de cada uno de estos 
genes conocidos para el experto en la materia. 
 
Como se apreciará por los expertos en la materia, algunas de las secuencias correspondientes indicadas 45 
anteriormente incluyen tramos 3' poli A (o poli T en la cadena complementaria) que no contribuyen a la singularidad 
de las secuencias desveladas. La invención puede, por tanto, ponerse en práctica con secuencias que carecen de 
tramos 3' poli A (o poli T). La singularidad de las secuencias desveladas se refiere a las porciones o la totalidad de 
las secuencias que solo se encuentran en los ácidos nucleicos de los genes divulgados, incluyendo secuencias 
únicas que se encuentran en la porción 3' no traducida de los genes. Las secuencias únicas preferidas para la 50 
práctica de la invención son las que contribuyen a las secuencias de consenso para cada uno de los tres conjuntos 
de manera que las secuencias únicas serán útiles en la detección de la expresión en una diversidad de individuos en 
lugar de ser específicas para un polimorfismo presente en algunos individuos. Como alternativa, pueden utilizarse 
secuencias únicas para un individuo o una subpoblación. Las secuencias únicas preferidas son preferentemente de 
las longitudes de los polinucleótidos de la invención como se analiza en el presente documento. 55 
 
Para determinar los niveles de expresión (aumentados o disminuidos) de las secuencias descritas anteriormente en 
la práctica de la invención, puede utilizarse cualquier método conocido en la técnica. En una realización de la 
invención, se utiliza la expresión basada en la detección de ARN que se hibrida con polinucleótidos que contienen 

E08872935
28-02-2017ES 2 618 353 T3

 



14 

las secuencias descritas anteriormente. Esto se realiza fácilmente mediante cualquier método conocido de detección 
o de amplificación + detección de ARN conocido o reconocido como equivalente en la técnica tal como, pero no 
limitado a, la transcripción inversa-PCR (opcionalmente la PCR en tiempo real), los métodos divulgados en la 
solicitud de patente de los EE.UU. N.º de serie 10/062.857, titulada "Nucleic Acid Amplificación", presentada el 25 de 
octubre de 2001, así como la Solicitud de Patente Provisional de los EE.UU. 60/298.847 (presentada el 15 de junio 5 
de 2001) y 60/257.801 (presentada el 22 de diciembre de 2000), los métodos divulgados en la patente de los EE.UU. 
N.º 6.291.170, y la PCR cuantitativa. También pueden utilizarse métodos de identificación de un aumento de la 
estabilidad del ARN (que da como resultado una observación de aumento de la expresión) o de una disminución de 
la estabilidad del ARN (que da como resultado una observación de disminución de la expresión). Estos métodos 
incluyen la detección de secuencias que aumentan o disminuyen la estabilidad de los ARNm que contienen las 10 
secuencias de los genes. Estos métodos también incluyen la detección de un aumento de la degradación del ARNm. 
 
En algunas realizaciones de la invención, se utilizan polinucleótidos que tienen secuencias presentes en las regiones 
no traducidas y/o no codificantes 3' de las secuencias desveladas anteriormente para detectar los niveles de 
expresión de las secuencias génicas en las células de cáncer o mamarias. Dichos polinucleótidos pueden contener 15 
opcionalmente secuencias encontradas en las porciones 3' de las regiones codificantes de las secuencias 
desveladas anteriormente. Los polinucleótidos que contienen una combinación de secuencias de las regiones 
codificantes y 3' no codificantes tienen preferentemente las secuencias dispuestas de forma contigua, sin la 
intervención de secuencia o secuencias heterólogas. 
 20 
Como alternativa, la invención puede ser ponerse en práctica con polinucleótidos que tienen secuencias presentes 
en regiones 5' no traducidas y/o no codificantes de las secuencias génicas en las células de cáncer o mamarias, 
para detectar sus niveles de expresión. Dichos polinucleótidos pueden contener opcionalmente secuencias 
encontradas en las porciones 5' de las regiones codificantes. Los polinucleótidos que contienen una combinación de 
secuencias de las regiones codificantes y 5' no codificantes tienen preferentemente las secuencias dispuestas de 25 
forma contigua, sin la intervención de secuencia o secuencias heterólogas. La invención también puede ponerse en 
práctica con secuencias presentes en las regiones codificantes de las secuencias génicas desveladas. 
 
Los polinucleótidos no limitantes contienen secuencias de regiones 3' o 5' no traducidas y/o no codificantes de al 
menos aproximadamente 20, al menos aproximadamente 22, al menos aproximadamente 24, al menos 30 
aproximadamente 26, al menos aproximadamente 28, al menos aproximadamente 30, al menos aproximadamente 
32, al menos aproximadamente 34, al menos aproximadamente 36, al menos aproximadamente 38, al menos 
aproximadamente 40, al menos aproximadamente 42, al menos aproximadamente 44 o al menos aproximadamente 
46 nucleótidos consecutivos. El término "aproximadamente" como se utiliza en la frase anterior se refiere a un 
aumento o disminución de 1 del valor numérico indicado. Incluso se prefieren más los polinucleótidos que contienen 35 
secuencias de al menos o aproximadamente 50, al menos o aproximadamente 100, al menos o aproximadamente 
150, al menos o aproximadamente 200, al menos o aproximadamente 250, al menos o aproximadamente 300, al 
menos o aproximadamente 350 o al menos o aproximadamente 400 nucleótidos consecutivos. El término 
"aproximadamente" como se utiliza en la frase anterior se refiere a un aumento o disminución del 10 % del valor 
numérico indicado. 40 
 
Las secuencias del extremo 3' o 5' de las regiones codificantes descritas anteriormente como se encuentran en los 
polinucleótidos de la invención son de las mismas longitudes que las descritas anteriormente, excepto por que, 
naturalmente, estarían limitadas por la longitud de la región codificante. El extremo 3' de una región codificante 
puede incluir secuencias de hasta la mitad 3' de la región codificante. A la inversa, el extremo 5' de una región 45 
codificante puede incluir secuencias de hasta la mitad 5' de la región codificante. Por supuesto, las secuencias 
descritas anteriormente o las regiones y polinucleótidos codificantes que contienen porciones de las mismas, pueden 
utilizarse en su totalidad. 
 
Los polinucleótidos que combinan las secuencias de una región 3' no traducida y/o no codificante y el extremo 3' 50 
asociado de la región codificante puede ser al menos o aproximadamente 100, al menos o aproximadamente 150, al 
menos o aproximadamente 200, al menos o aproximadamente 250, al menos o aproximadamente 300, al menos o 
aproximadamente 350, al menos o aproximadamente 400 nucleótidos consecutivos. Preferentemente, los 
polinucleótidos utilizados son del extremo 3' del gen, tales como en aproximadamente 350, aproximadamente 300, 
aproximadamente 250, aproximadamente 200, aproximadamente 150, aproximadamente 100 o aproximadamente 55 
50 nucleótidos de la señal de poliadenilación o sitio de poliadenilación de un gen o una secuencia expresada. 
También pueden utilizarse polinucleótidos que contienen mutaciones relativas a las secuencias de los genes 
divulgados siempre que la presencia de las mutaciones todavía permita la hibridación para producir una señal 
detectable. 
 60 
En otra realización de la invención, pueden utilizarse polinucleótidos que contienen deleciones de nucleótidos del 
extremo 5' y/o 3' de las secuencias desveladas anteriormente. Las deleciones son preferentemente de 1-5, 5-10, 10-
15, 15-20, 20-25, 25-30, 30-35, 35-40, 40-45, 45-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100, 100-125, 125-150, 150-175 
o 175-200 nucleótidos del extremo 5' y/o 3', aunque el alcance de las deleciones naturalmente estaría limitado por la 
longitud de las secuencias desveladas y la necesidad de tener la capacidad de utilizar los polinucleótidos para la 65 
detección de niveles de expresión. 
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Otros polinucleótidos de la invención del extremo 3' de las secuencias desveladas anteriormente incluyen los de los 
cebadores y sondas opcionales para la PCR cuantitativa. En algunas realizaciones, los cebadores y sondas son los 
que amplifican una región de menos de aproximadamente 350, menos de aproximadamente 300, menos de 
aproximadamente 250, menos de aproximadamente 200, menos de aproximadamente 150, menos de 5 
aproximadamente 100 o menos de aproximadamente 50 nucleótidos de la señal de poliadenilación o sitio de 
poliadenilación de un gen o secuencia expresada. 
 
En otras realizaciones más de la invención, pueden utilizarse polinucleótidos que contienen porciones de las 
secuencias desveladas anteriormente incluyendo el extremo 3'. Dichos polinucleótidos podrían contener al menos o 10 
aproximadamente 50, al menos o aproximadamente 100, al menos o aproximadamente 150, al menos o 
aproximadamente 200, al menos o aproximadamente 250, al menos o aproximadamente 300, al menos o 
aproximadamente 350 o al menos o aproximadamente 400 nucleótidos consecutivos desde el extremo 3' de las 
secuencias desveladas. 
 15 
La invención también incluye polinucleótidos utilizados para detectar la expresión génica en células mamarias. Los 
polinucleótidos pueden comprender un polinucleótido más corto que consiste en secuencias encontradas en los 
genes anteriores en combinación con secuencias heterólogas que no se encuentran de forma natural en 
combinación con las secuencias. Los ejemplos no limitantes incluyen secuencias cortas de vectores de clonación o 
presentes en los fragmentos de restricción utilizados para preparar sondas o cebadores marcados, como se 20 
describe en el presente documento. 
 
Métodos 
 
Como se describe en el presente documento, la invención incluye la identidad de los genes, cuya expresión puede 25 
utilizarse para proporcionar información de pronóstico relacionada con el cáncer. En particular, los niveles de 
expresión de estos genes pueden utilizarse en relación con el cáncer de mama. En algunos métodos, el perfil de 
expresión génica se correlaciona con (y de este modo son capaces de discriminar entre) pacientes con buenos o 
malos resultados de reaparición del cáncer y/o de supervivencia. En otras realizaciones, la invención incluye un 
método para comparar la expresión génica en una muestra de células cancerosas de un paciente con el perfil de 30 
expresión génica para determinar el resultado probable clínico o de tratamiento para el paciente, o el resultado 
biológico natural, en ausencia de intervención. Estas realizaciones de la invención pueden utilizarse ventajosamente 
para satisfacer una necesidad de diagnóstico no satisfecha, importante, de la capacidad de predecir si es probable 
que un paciente se beneficie de un tipo de tratamiento dado o si un paciente estará mejor con otro tipo de 
tratamiento. Por ejemplo, un valor bajo de el ratio H:I está fuertemente asociado a la respuesta a la terapia de 35 
primera línea con tamoxifeno. Y un análisis de muestras tumorales de un ensayo clínico aleatorizado prospectivo 
comparando 2 años frente a 5 años de tratamiento con tamoxifeno indica que una baja HOXB 13 o una baja HOXB 
13:IL17BR predice significativamente el beneficio de la terapia prolongada con tamoxifeno. 
 
De forma similar, la capacidad del IGM para predecir la presencia de tumores de grado I frente a tumores de grado 40 
III permite al médico del campo pertinente seleccionar la terapia apropiada para los cánceres de estos dos grados. 
El IGM no solo confirma las clasificaciones de grado I y de grado III realizadas por otros medios, sino que puede, en 
combinación con el ratio H:I, clasificar con mayor precisión los tumores de riesgo bajo, intermedio o alto que se han 
clasificado incorrectamente por otros métodos. Esto se ilustra en la Figura 8, donde la estratificación basada en el 
protocolo de 2005 de St. Gallen se corrige de manera significativa mediante el uso del IGM y el ratio H:I divulgados. 45 
 
De este modo, la invención incluye un método de identificación de un paciente, de una población de pacientes con 
células cancerosas, como pertenecientes a una subpoblación de pacientes con un mejor pronóstico o una 
subpoblación con un mal pronóstico. La subpoblación con un mejor pronóstico es similar a los sujetos identificados 
con un tumor de grado I en comparación con una subpoblación de pacientes con peor pronóstico, similar a los 50 
sujetos identificados con un tumor de grado III. Por supuesto, los métodos divulgados no son necesariamente 
perfectos en su aplicación y es posible que un paciente dado se identifique como que tiene un grado tumoral 
"intermedio" entre el de los grados I y III. En cuyo caso, el facultativo experto podría tratar el sujeto en consecuencia. 
 
No obstante, la invención proporciona un medio no subjetivo para la identificación de pacientes con tumores de 55 
grado I, intermedio o de grado III, identificación que puede utilizarse para el beneficio de un paciente por el 
facultativo experto. Es importante destacar que los métodos divulgados pueden clasificar los tumores de grado 
"intermedio" por otros métodos en estado de grado I o de grado III. Esto proporciona un enorme beneficio para la 
subpoblación de pacientes correspondiente, que de otro modo se habría tratado como si tuviera tumores de grado 
"intermedio". De este modo, en algunas realizaciones, se proporciona un método de reducción del número de 60 
clasificaciones de grado "intermedio" mediante el uso del IGM de 5 genes desvelado. 
 
De este modo, la invención incluye un método de determinación del pronóstico y/o los resultados de supervivencia 
mediante el ensayo de los patrones de expresión divulgados en el presente documento. De este modo, donde ha 
podido utilizarse anteriormente la interpretación subjetiva para determinar el pronóstico y/o el tratamiento de 65 
pacientes con cáncer, la presente invención proporciona patrones de expresión génica objetivos, que pueden 
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utilizarse solos o en combinación con criterios subjetivos para proporcionar una evaluación más precisa de los 
resultados del paciente, incluyendo la supervivencia y la reaparición del cáncer. En algunos casos, el ensayo incluye 
detectar el nivel de expresión de Bub1B, en el que el nivel de expresión se correlaciona con un tumor de grado I o de 
grado III. 
 5 
Los genes divulgados se identifican como correlacionados con el grado tumoral y los resultados clínicos de manera 
que los niveles de su expresión son pertinentes para una determinación de los protocolos de tratamiento de un 
paciente. De este modo, en algunas realizaciones, la invención proporciona un método para determinar el 
tratamiento terapéutico para un paciente con cáncer mediante la determinación del pronóstico para dicho paciente 
mediante el ensayo de una muestra de células de cáncer de dicho paciente para los niveles de expresión descritos 10 
en el presente documento para determinar el grado tumoral y la selección de un tratamiento para un paciente con un 
tumor de dicho grado. En algunos casos, el ensayo incluye detectar el nivel de expresión de Bub1B, en el que el 
nivel de expresión se correlaciona con un tumor de grado I o de grado III. 
 
En un conjunto de realizaciones, un método de la invención puede incluir el ensayo de una muestra de células 15 
cancerosas de un sujeto que padece cáncer para el nivel de expresión de Bub1B en el que el nivel de expresión 
clasifica el cáncer como correspondiente a un tumor de grado I o de grado III, o identifica al sujeto como que tiene un 
pronóstico de reaparición del cáncer probable, o predice el grado de respuesta del sujeto al tratamiento con terapia 
endocrina, quimioterapia o radioterapia. El ensayo puede incluir medir o detectar o determinar el nivel de expresión 
del gen en cualquier medio adecuado descrito en el presente documento o conocido por el experto en la materia. En 20 
muchos casos, el cáncer es el cáncer de mama y el sujeto es un paciente humano. Adicionalmente, las células 
cancerosas pueden ser las de un tumor y/o de un sujeto con ganglio negativo (ganglios linfáticos negativos para el 
cáncer) o ganglio positivo (ganglios linfáticos positivos para el cáncer). 
 
Por supuesto, el método puede ponerse en práctica junto con el ensayo de la expresión de uno o más de los otros 25 
cuatro genes del IGM, en el que los niveles de expresión de los genes utilizados en combinación se utilizan para 
clasificar, identificar o predecir, como se proporcionan por el método. El nivel requerido de nivel de expresión puede 
ser el que se identifica mediante los métodos descritos en el presente documento para los genes utilizados. 
Adicionalmente, el ensayo puede incluir la preparación de ARN a partir de la muestra, opcionalmente para el uso en 
la PCR (reacción en cadena de la polimerasa) u otra metodología de análisis como se describe en el presente 30 
documento. La metodología de la PCR es opcionalmente RT-PCR (transcripción inversa-PCR) o la PCR cuantitativa, 
como la RT-PCR en tiempo real. Como alternativa, el ensayo puede realizarse mediante el uso de una matriz, tal 
como una micromatriz como se conoce en el campo pertinente. Opcionalmente, la muestra de las células 
cancerosas se disecciona a partir de tejido retirado u obtenido de dicho sujeto. Como se describe en el presente 
documento, puede utilizarse una diversidad de tipos de muestras, incluyendo una muestra fijada con formol incluida 35 
en parafina (FFIP) como ejemplo no limitante. Y como se describe en el presente documento, el método puede 
incluir el ensayo o la determinación del ratio H:I (relación de los niveles de expresión de HoxB13 y IL17BR) en la 
muestra, como se desvela en el presente documento. 
 
A modo de ejemplo no limitante, los cinco genes del IGM pueden ensayarse y utilizarse para detectar niveles de 40 
expresión que corresponden a un valor que es de "alto riesgo" (que está por encima del punto de corte) para IGM o 
para detectar niveles de expresión que corresponden a un valor que es de "bajo riesgo" (que se encuentra en o por 
debajo del punto de corte) para IGM, como se desvela en el presente documento. En algunos casos, el punto de 
corte del IGM puede ser 0 (cero), tal como cuando las mediciones de los niveles de expresión se normalizan a 0 
(cero) con una desviación típica de 1. En realizaciones alternativas, el punto de corte puede estar en o 45 
aproximadamente en 0,05, en o aproximadamente en 0,10, en o aproximadamente en 0,15, en o aproximadamente 
en 0,20, en o aproximadamente en 0,25, en o aproximadamente en -0,05, en o aproximadamente en -0,10, en o 
aproximadamente en -0,15, en o aproximadamente en -0,20, en o aproximadamente en -0,25, en o 
aproximadamente en -0,30, en o aproximadamente en -0,35, en o aproximadamente en -0,40, en o 
aproximadamente en -0,45, en o aproximadamente en -0,50, en o aproximadamente en -0,55, en o 50 
aproximadamente en -0,60, en o aproximadamente en -0,65, en o aproximadamente en -0,70, en o 
aproximadamente en -0,75, en o aproximadamente en -0,80, en o aproximadamente en -0,85, en o 
aproximadamente en -0,90, en o aproximadamente en -0,95, en o aproximadamente en -1,0, en o aproximadamente 
en -1,1, en o aproximadamente en -1,2, en o aproximadamente en -1,3, en o aproximadamente en -1,4, en o 
aproximadamente en -1,5, en o aproximadamente en -1,6, en o aproximadamente en -1,7, en o aproximadamente en 55 
-1,8, en o aproximadamente en -1,9, en o aproximadamente en -2,0 o menos. Con respecto a el ratio H:I, su 
determinación puede hacerse como se describe en Ma et al. (2004) y Ma et al. (2006) como se referencia en el 
presente documento. Por ejemplo, puede utilizarse un valor de 0,06 para determinar si una muestra tiene una 
relación H:I de "alto riesgo" (> 0,06) o "bajo riesgo" (≤ 0,06). 
 60 
De este modo, utilizando un umbral, o punto de corte, de 0 (cero) como un ejemplo no limitante para IGM con los 
cinco genes, los métodos divulgados proporcionan dos resultados de ensayo posibles para una muestra dada: "IGM 
de alto riesgo" correspondiente a un valor por encima de 0 (cero) y "IGM de bajo riesgo" correspondiente a un valor 
≤ 0. Un "IGM de alto riesgo" es indicativo de un cáncer de "alto riesgo", incluyendo el cáncer de mama, que es 
análogo al de un tumor de grado III como se define por las metodologías y los criterios conocidos en el campo. Un 65 
"IGM de bajo riesgo" es indicativo de un cáncer de "bajo riesgo", incluyendo el cáncer de mama, que es análogo al 
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de un tumor de grado I como se define por las metodologías y los criterios conocidos en el campo. 
 
La estratificación, o clasificación, de los cánceres en dos grupos se muestra en la Figura 1, panel C y en la Figura 4, 
panel B, donde el nivel de riesgo identificado por un "IGM de alto riesgo" es indicativo de un aumento de la 
probabilidad de reaparición del cáncer, tal como la metástasis del cáncer o la reaparición distal del cáncer, 5 
incluyendo la reaparición del cáncer de mama. En muchas realizaciones, este riesgo de reaparición está presente 
independientemente del tratamiento con o sin tamoxifeno u otras terapias endocrinas. En las realizaciones 
desveladas en el presente documento, la reaparición puede ser la reaparición local del CDIS. El nivel de riesgo 
identificado por un "IGM de bajo riesgo" es indicativo de una menor probabilidad de reaparición del cáncer, 
incluyendo la reducción del riesgo de reaparición del cáncer de mama. En muchas realizaciones, el menor riesgo de 10 
reaparición está presente independientemente del tratamiento con o sin tamoxifeno. El riesgo de reaparición, o la 
probabilidad de reaparición, puede considerarse como el riesgo en el tiempo, tal como un período de 
aproximadamente 1, aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5, 
aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10, 
aproximadamente 11, aproximadamente 12 o más años. Por tanto, la evaluación de riesgos proporcionada por el 15 
IGM puede utilizarse como un indicador de pronóstico de reaparición del cáncer y/o del resultado de supervivencia 
para un sujeto. 
 
La invención incluye adicionalmente la determinación de un riesgo de reaparición en el tiempo sobre la base del 
valor de IGM en relación con el riesgo de reaparición determinado por las metodologías descritas en el presente 20 
documento. La Figura 9 ilustra un ejemplo no limitante de un valor de IGM de 2,1 y su indicación de un riesgo de 
reaparición del cáncer a los 5 años del 19 %. La figura ilustra, adicionalmente, que el riesgo de reaparición está 
relacionado con el valor del IGM y que la selección de 0 (cero) como umbral o punto de corte no es limitante debido 
a que también pueden utilizarse otros valores. 
 25 
Cuando se combina con el ratio H:I, los cuatro resultados posibles del ensayo son los siguientes: 
 

1) "IGM de alto riesgo" y "H:I de alto riesgo" que puede considerarse de "alto riesgo" como un "IGM de alto 
riesgo" por sí solo; 
2) "IGM de alto riesgo" y "H:I de bajo riesgo" que puede considerarse como análogo a un "riesgo intermedio" de 30 
reaparición del cáncer; 
3) "IGM de bajo riesgo" y "H:I de alto riesgo" que puede considerarse de "bajo riesgo" como un "IGM de bajo 
riesgo" por sí solo; y 
4) "IGM de bajo riesgo" y "H:I de bajo riesgo" que puede considerarse de "bajo riesgo" como un "IGM de bajo 
riesgo" por sí solo. 35 

 
La combinación de IGM y H:I por tanto identifica 3 subtipos diferentes que se ha observado que difieren en su 
biología tumoral y se asocian a diferentes resultados en los pacientes. Por ejemplo, un riesgo intermedio puede 
utilizarse para tratar al paciente con este tumor con terapia endocrina (por ejemplo, tamoxifeno como ejemplo no 
limitante) sobre la base de la predicción de que el paciente se beneficiará de la misma. Por el contrario, un paciente 40 
con "IGM de alto riesgo" y "H:I de alto riesgo" es poco probable que se beneficie de la monoterapia endocrina. Por 
tanto, la evaluación no representa un espectro continuo simple de riesgo. Esto ayuda a un médico experto, porque la 
evaluación identifica la biología subyacente que es útil con respecto a las opciones de tratamiento. Para hacer una 
selección de terapias, un médico puede determinar que cuando el paciente es de alto riesgo (es decir, alto/alto) 
entonces saber que este paciente es poco probable que se beneficie de la monoterapia endocrina es una 45 
información vital. Esto permite al médico considerar y/o seleccionar o aplicar una quimioterapia más agresiva o 
sugerir que este paciente se inscriba en un ensayo que se dirige a tumores que son resistentes a la monoterapia 
endocrina. La Figura 5, paneles C y D, demuestran una aplicación de estos tres grupos de riesgo en diferentes 
poblaciones de pacientes. Como alternativa, estas posibles combinaciones de determinaciones de IGM y H:I se 
utilizan como indicadores de la misma forma que el uso de IGM solo descrito anteriormente. 50 
 
La capacidad del IGM para indicar el riesgo de reaparición a pesar del tratamiento con tamoxifeno también se 
muestra en la Figura 10, paneles A y B, donde el IGM de "alto riesgo" se utiliza como un indicador de la reaparición a 
pesar del tratamiento con tamoxifeno como monoterapia. Por supuesto, una combinación de determinaciones de 
IGM y H:I también puede utilizarse para el mismo efecto. La invención incluye adicionalmente el uso del IGM solo, 55 
de H:I sola o una combinación de IGM y H:I para predecir el grado de respuesta a un inhibidor que se dirige a los 
cánceres endocrino resistentes como se describe en el presente documento. La posible indicación de falta de 
respuesta a la terapia endocrina y de respuesta a los inhibidores divulgados puede combinarse con otro aspecto de 
la invención que es un método para seleccionar terapias basadas en las indicaciones de pronóstico y predictivas 
determinadas por los métodos divulgados. De este modo, con IGM de "alto riesgo", H:I de "alto riesgo" o una 60 
combinación de determinaciones IGM y H:I como se ha descrito anteriormente, las realizaciones de la invención 
incluyen métodos que incluyen adicionalmente seleccionar y, opcionalmente, tratar, el sujeto con el inhibidor para 
mejorar el grado de respuesta al tratamiento con tamoxifeno u otra forma de terapia endocrina. En algunos casos, el 
método incluye adicionalmente el tratamiento con tamoxifeno u otra forma de terapia endocrina. La invención 
anterior relacionada con el grado de respuesta a un inhibidor que se dirige a los cánceres endocrino resistentes 65 
también puede aplicarse en los casos de ensayo de el ratio H:I sola como se describe en el presente documento. 
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La invención incluye adicionalmente el ensayo de un IGM de "alto riesgo", opcionalmente con una determinación de 
H:I, como un indicador de la falta de respuesta a otras formas de terapia endocrina, tales como el tratamiento con un 
SERM, un SERD o una IA. Por supuesto, la invención también incluye la determinación de un IGM de "bajo riesgo", 
opcionalmente con una determinación de H:I, como un indicador del grado de respuesta al tratamiento con 5 
tamoxifeno y otros SERM, así como un SERD o un AI. 
 
Estas posibles predicciones relativas a la terapia endocrina también pueden utilizarse en relación con los métodos 
para seleccionar terapias como se desvela en el presente documento. Por ejemplo, un método puede incluir no 
seleccionar una terapia endocrina en favor de otras terapias tales como la quimioterapia y/o la radioterapia cuando 10 
se predice la falta de respuesta. A la inversa, el método puede incluir la selección de la terapia endocrina cuando se 
predice la respuesta. 
 
En realizaciones adicionales, el ensayo del IGM de "alto riesgo", el H:I de "alto riesgo" o una combinación de valores 
de IGM y H:I, también pueden utilizarse como un indicador del grado de respuesta relativa dentro de la terapia 15 
endocrina, tal como un mejor grado de respuesta al tratamiento con un AI con respecto a un SERM. Como ejemplo 
no limitante, un valor de IGM de "alto riesgo" puede utilizarse como un indicador del grado de respuesta a un IA, tal 
como letrozol, con respecto al tamoxifeno. Por supuesto, la invención incluye, adicionalmente, un método de 
selección de tratamiento con un AI basado en una predicción de este tipo. 
 20 
Más allá de la terapia endocrina, el IGM solo, la H:I sola o una combinación de determinaciones de IGM y H:I 
también pueden utilizarse para indicar la falta de respuesta a la quimioterapia. Como se muestra en la Figura 11, el 
IGM de "alto riesgo" es predictivo de la resistencia a la quimioterapia con paclitaxel, 5-fluorouracilo, doxorrubicina y 
ciclofosfamida como ejemplo no limitante. Por supuesto, la invención incluye adicionalmente un método de no 
selección de la quimioterapia como única terapia en favor de otras modalidades de tratamiento, tales como la 25 
radiación como ejemplo no limitante. 
 
Además de la terapia endocrina y la quimioterapia, la invención incluye la determinación del IGM solo, la H:I sola o 
una combinación de determinaciones de IGM y H:I como factor predictivo del grado de respuesta de un cáncer 
(sensibilidad) al tratamiento de radiación. Puede utilizarse un IGM de "alto riesgo" para predecir que un paciente con 30 
cáncer sea sensible al tratamiento con radiación, tal como después de la intervención quirúrgica. El método puede 
incluir adicionalmente la identificación del sujeto como que tiene probabilidades, o no tiene probabilidades, de ser 
sensible a la radioterapia después de la intervención quirúrgica. Por supuesto, la invención incluye, adicionalmente, 
un método de selección de la radioterapia sobre la base de la predicción del grado de respuesta a la misma. 
 35 
La invención incluye adicionalmente un método de determinación del IGM solo, la H:I sola o una combinación de 
determinaciones de IGM y H:I como factor de pronóstico o factor predictivo de la respuesta clínica en mujeres 
premenopáusicas y en mujeres postmenopáusicas. La Figura 12 muestra la capacidad de un IGM de "alto riesgo" 
para estratificar las dos clases de mujeres sobre la base de los resultados de supervivencia. Las mujeres 
posmenopáusicas pueden definirse como las que tienen ≥ 50 años de edad, mientras que las mujeres 40 
premenopáusicas pueden definirse como las que tienen menos de 50 años de edad. En ambos grupos, el IGM de 
"alto riesgo" es un indicador del aumento de la probabilidad de reaparición del cáncer con el tiempo con respecto a 
un IGM de "bajo riesgo". Por supuesto, la invención incluye adicionalmente un método de no selección de terapias 
apropiadas para las mujeres pre y postmenopáusicas sobre la base del valor de IGM, el valoro de H:I o la 
combinación de ambos valores determinados a partir de una muestra de la mujer. 45 
 
Más en general, un método para determinar el tratamiento terapéutico para un paciente con cáncer puede comenzar 
con el ensayo de la IGM como se describe en el presente documento. El valor determinado puede utilizarse para 
clasificar el cáncer como correspondiente a un tumor de grado I o de grado III o identificar al sujeto como que tiene 
un pronóstico de reaparición probable del cáncer o que tiene respuesta o falta de respuesta a las terapias como se 50 
describe en el presente documento. El método puede entonces incluir la selección de tratamiento para un paciente 
con dicho tumor o dicho pronóstico o dicha respuesta o falta de respuesta. En algunos casos, el tratamiento 
seleccionado puede incluir la cirugía y la quimioterapia y/o la radiación debido a que el pronóstico es malo y/o se 
indica que no hay respuesta a otras terapias. 
 55 
Realizaciones adicionales de la invención incluyen un método de determinación del grado tumoral o el riesgo de 
cáncer en un sujeto diagnosticado con cáncer benigno. El método puede incluir el ensayo de una muestra de células 
mamarias del sujeto para determinar los niveles de expresión de Bub1B, CENPA, NEK2, RACGAP1 y RRM2, en el 
que dichos niveles de expresión se correlacionan con un tumor de grado I o de grado III o un "alto riesgo" o "bajo 
riesgo" de cáncer. Las realizaciones de este método incluyen la determinación del valor de IGM sobre la base de los 60 
niveles de expresión y opcionalmente su uso para seleccionar el tratamiento terapéutico para el sujeto. 
 
En otras realizaciones, la invención incluye un método de determinación del grado tumoral o el riesgo de reaparición 
local del cáncer, en un sujeto diagnosticado con CDIS. El método puede incluir el ensayo de una muestra de células 
de cáncer de mama del sujeto para determinar los niveles de expresión de Bub1B, CENPA, NEK2, RACGAP1 y 65 
RRM2, en el que dichos niveles de expresión se correlacionan con un tumor de grado I o de grado III o un "alto 
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riesgo" o "bajo riesgo" de reaparición local del cáncer. 
 
Mientras que algunos de los anteriores se han descrito en términos de utilización de los cinco genes del IGM en 
combinación, la invención incluye específicamente el uso de menos de cinco, incluyendo genes individuales de entre 
los cinco, en la práctica de los métodos divulgados. Adicionalmente, la inclusión de otros genes con uno o más 5 
genes del IGM o el ratio H:I en lo anterior también se desvela expresamente. De forma similar, el uso de H:I con 
sustitución de otro índice, en su totalidad o en parte, para el gen o genes del IGM también se desvela expresamente. 
 
Por tanto, los cinco genes del IGM pueden utilizarse individualmente con una precisión significativa o en 
combinación para aumentar la capacidad de correlacionar con precisión un fenotipo expresión molecular con un 10 
grado tumoral y/o un resultado del cáncer. Esta correlación es una manera de prever molecularmente la 
determinación de la reaparición del cáncer y/o los resultados de supervivencia como se describe en el presente 
documento. Hay usos adicionales de los genes correlacionados en la clasificación de células y tejidos; la 
determinación del diagnóstico y/o pronóstico; y la determinación y/o alteración de la terapia. 
 15 
La capacidad de discriminar es conferida por la identificación de la expresión de los genes individuales como 
pertinente y no por la forma del ensayo utilizado para determinar el nivel real de expresión. Un ensayo puede utilizar 
cualquier característica de identificación de un gen individual identificado como se desvela en el presente documento 
siempre que el ensayo refleje, cuantitativa o cualitativamente, la expresión del gen en el "transcriptoma" (la fracción 
transcrita de genes en un genoma) o el "proteoma" (la fracción traducida de los genes expresados en un genoma). 20 
Las características de identificación incluyen, pero no se limitan a, secuencias de ácido nucleico únicas utilizadas 
para codificar (ADN) o expresar (RNA), dicho gen o epítopos específicos para, o las actividades de, una proteína 
codificada por dicho gen. Todo lo que se requiere es la identidad del gen o genes necesarios para discriminar entre 
los resultados del cáncer y una célula apropiada que contiene la muestra para su uso en un ensayo de expresión. 
 25 
De forma similar, la naturaleza de la muestra que contiene células no es limitante, ya que puede utilizarse tejido 
fresco, tejido recién congelado y tejido fijado, tal como tejidos fijados con formol incluidos en parafina (FFIP), en los 
métodos divulgados. 
 
En una realización, la invención prevé la identificación de los patrones de expresión génica mediante el análisis de la 30 
expresión génica global, o casi global, de células individuales o poblaciones de células homogéneas que se han 
diseccionado lejos de, o aisladas o purificadas de otro modo de, células contaminantes todo lo que sea posible 
mediante una simple biopsia. Debido a que la expresión de numerosos genes fluctúa entre células de diferentes 
pacientes, así como entre células de la muestra del mismo paciente, los niveles de expresión génica pueden 
determinarse en correspondencia con uno o más genes de "control" o "normalización", cuya expresión o expresiones 35 
son relativamente constantes en las células de un paciente o entre pacientes. 
 
En otro aspecto, la invención incluye medios físicos y metodológicos para la detección de la expresión del gen o 
genes identificados por los modelos generados por los patrones de expresión individuales. Estos medios pueden 
dirigirse al ensayo de uno o más aspectos del molde o moldes de ADN subyacente a la expresión del gen o genes, 40 
del ARN utilizado como intermedio para expresar el gen o genes o del producto proteínico expresado por el gen o 
genes. 
 
Una ventaja proporcionada por la invención es que las células contaminantes, no cancerosas, (tales como los 
linfocitos infiltrados u otras células del sistema inmunitario) no están presentes para afectar posiblemente los genes 45 
identificados o el posterior análisis de la expresión génica para identificar la reaparición del cáncer y/o los resultados 
de supervivencia de los pacientes. Dicha contaminación está presente cuando se utiliza una biopsia que contiene 
muchos tipos celulares para someter a ensayo los perfiles de expresión génica. 
 
Si bien la presente invención se describe principalmente en el contexto del cáncer humano, tal como el cáncer de 50 
mama, puede ponerse en práctica en el contexto del cáncer de cualquier animal. Los animales preferidos para la 
aplicación de la presente invención son mamíferos, en particular aquellos importantes para aplicaciones agrícolas 
(tales como, pero no limitados a, vacas, ovejas, caballos y otros "animales de granja"), modelos animales de cáncer 
y animales de compañía para seres humanos (tales como, pero no limitados a, perros y gatos). 
 55 
Los métodos proporcionados por la invención también pueden automatizarse en su totalidad o en parte. 
 
Kits 
 
Los materiales para su uso en los métodos de la presente invención son idealmente adecuados para la preparación 60 
de kits producidos de acuerdo con procedimientos bien conocidos. Por tanto, la invención proporciona kits que 
comprenden agentes para la detección de la expresión de los genes divulgados para la clasificación de tumores o la 
determinación de los resultados del cáncer. Dichos kits comprenden opcionalmente el agente con una descripción 
identificativa o etiqueta o instrucciones relativas a su uso en los métodos de la presente invención. Un kit de este tipo 
puede comprender recipientes, cada uno con uno o más de los diversos reactivos (normalmente en forma 65 
concentrada) utilizados en los métodos, incluyendo, por ejemplo, microarrays prefabricados, tampones, los 

E08872935
28-02-2017ES 2 618 353 T3

 



20 

trifosfatos de nucleótidos apropiados (por ejemplo, dATP, dCTP, dGTP y dTTP; o rATP, rCTP, rGTP y UTP), 
transcriptasa inversa, ADN polimerasa, ARN polimerasa y uno o más complejos cebadores de la presente invención 
(por ejemplo, poli(T) de longitud apropiada o cebadores aleatorios unidos a un promotor reactivo con la ARN 
polimerasa). Normalmente también se incluirá un conjunto de instrucciones. 
 5 
Habiendo proporcionado ahora la invención en general, la misma se entenderá más fácilmente mediante la 
referencia a los siguientes ejemplos que se proporcionan a modo de ilustración y que no se pretende que sean 
limitantes de la invención, a menos que se especifique. 
 
Ejemplos 10 
 
Ejemplo I: General 
 
Pacientes y muestras tumorales 
 15 
Se descargaron dos conjuntos de datos de microarrays de acceso público y publicados anteriormente (número de 
referencia GSE3494, GSE1456) de la Gene Expression Omnibus (GEO, http://ncbi.nih.gov/geo).GSE3494 (cohorte 
Uppsala) consiste en 251 pacientes procedentes de una cohorte de base poblacional tratada en el condado de 
Uppsala, Suecia, de 1987 a 1989, y eran heterogéneos en términos de la terapia sistémica adyuvante recibida (sin 
tratar o tratados con terapia endocrina y/o quimioterapia). Véase Miller LD, Smeds J, George J, et al. Proc Natl Acad 20 
Sci USA 102: 13550-5, 2005. Estaban disponibles los datos de los resultados clínicos (mortalidad específica por 
cáncer de mama) para 236 pacientes con una mediana de seguimiento de 10 años. GSE1456 (cohorte Estocolmo) 
consiste en una serie similar de 159 pacientes con cáncer de mama tratados en el Hospital Karolinska, Estocolmo, 
Suecia entre 1994 y 199614. Tanto GSE3494 como GSE1456 contienen datos de expresión génica de muestras 
tumorales congeladas analizadas en las matrices Affymetrix U133A y U133B (Affymetrix, Santa Clara, CA). 25 
 
Una segunda cohorte de 239 pacientes utilizó un diseño retrospectivo de casos-cohorte (Pawitan Y, Bjohle J, Amler 
L, et al. Breast Cancer Res 7:R953-64, 2005) y se obtuvo de 683 pacientes en estadio I a estadio III, con cáncer de 
mama con receptor estrogénico positivo tratados en el hospital general de Massachusetts de 1991 a 1999. Los datos 
de seguimiento clínico se obtuvieron del registro de tumores y de los registros del hospital. Los casos fueron todos 30 
los pacientes que desarrollaron metástasis a distancia durante el seguimiento; los controles se seleccionaron 
aleatoriamente entre los pacientes que permanecieron sin enfermedad en el último seguimiento hasta lograr una 
proporción de 2:1 de los controles a los casos. Además, los controles se aparearon por frecuencia con los casos con 
respecto a la terapia adyuvante y al tiempo de diagnóstico. Para aproximadamente el 80 % de los casos y los 
controles, tanto los datos de resultados clínicos como los bloques de tumores fijados con formol incluidos en parafina 35 
(FFIP) se recuperaron satisfactoriamente. 
 
La cohorte final consistía en 79 casos y 160 controles y sus características del paciente y del tumor se resumen en 
la Tabla 1. Este estudio fue aprobado por los comités éticos de investigación clínica locales. Esta última cohorte 
consistía en 84 de la serie Oxford descrita anteriormente (Loi S, Haibe-Kains B, Desmedt C, et al: Definition of 40 
clinically distinct molecular subtypes in estrogen receptor-positive breast carcinomas through genomic grade. J Clin 
Oncol 25:1239-46, 2007). Todos los pacientes tenían cáncer de mama positivo para receptores estrogénicos y eran 
negativos para ganglios linfáticos y se trataron con monoterapia adyuvante con tamoxifeno. Este estudio utilizó 
porciones del ARN total de muestras tumorales congeladas aisladas previamente. 
 45 

Tabla 1. Características de los pacientes y del tumor 
Características Casos (n = 79) Controles (n = 160) 
Tiempo de recaída (Años)   Media 

Intervalo 
Variables apareadas Tratamiento 

4,6 
0,6-12,9 

9,1 
0,1-14,8 

quimio 11 (14 %) 9 (6 %) 
quimio + endo 32 (41 %) 58 (36 %) 
endo 28 (35 %) 67 (42 %) 
ninguna 8 (10 %) 26 (16 %) 

Año de diagnóstico   1991-1995 40 (51 %) 74 (46 %) 
1996-2000 39 (49 %) 86 (54 %) 

Variables desapareadas Edad al diagnóstico (años)   < 35 11 (14 %) 5 (3 %) 
35-44 14 (18 %) 22 (14 %) 
45-49 11 (14 %) 18 (11 %) 
50-59 12 (15 %) 55 (34 %) 
>= 60 31 (39 %) 60 (38 %) 

Tamaño del tumor (cm)   
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Características Casos (n = 79) Controles (n = 160) 
< = 1 7 (9 %) 34 (21 %) 
1,1-2 32 (41 %) 65 (41 %) 
2,1-4 33 (42 %) 46 (29 %) 
>4 7 (9 %) 15 (9 %) 

Grado tumoral   1 4 (5 %) 32 (20 %) 
2 41 (52 %) 109 (68 %) 
3 34 (43 %) 19 (12 %) 

Estado de los ganglios linfáticos   Neg 37 (47 %) 97 (61 %) 
Pos 39 (49 %) 52 (32 %) 
Desconocido 3 (4 %) 11 (7 %) 

Receptor de progesterona   Neg 19 (24 %) 20 (12 %) 
Pos 60 (76 %) 140 (88 %) 

Ensayos de RT-PCR en tiempo real para H/I y IGM 
 
Se utilizaron secuencias de cebador y sondas de HoxB13 y IL17BR, así como genes de control ESR1, PGR, CHDH, 
ACTB, HMBS, SDHA y UBC, como se describió anteriormente (Ma XJ, Hilsenbeck SG, Wang W, et al J Clin Oncol 
24:4611-9, 2006). Las secuencias de cebadores y sondas para los cinco genes de grado molecular (BUB1B, 
CENPA, NEK2, RACGAP1 y RRM2), así como de ERBB2 (HER2) se prepararon utilizando Primer Express (ABI). 5 
 
Para cada muestra FFIP, se utilizaron dos secciones de tejido de 7µm para la extracción del RNA. Se utilizó una 
macro-disección en bruto para enriquecer el contenido del tumor. La extracción de ARN, la transcripción inversa y la 
RT-PCR TaqMan utilizando el instrumento ABI 7900HT (Applied Biosystem, Inc) se realizaron como se ha descrito 
anteriormente (Ma et al., ídem). Los números de umbral de ciclo (CT, por sus siglas en inglés) se normalizaron al CT 10 
medio de cuatro genes de referencia (ACTB, HMBS, SDHA y UBC). El uso de estos genes se apoya en los informes 
anteriores con respecto a estos genes y en secuencias representativas de cada uno de estos genes conocidas para 
el experto en la materia. Se tomaron CT normalizados para representar los niveles de expresión génica. 
 
Cálculo de H/I, IGM e IGG 15 
 
En general y con respecto a IGM, se prefiere que los niveles de expresión de los genes descritos se combinen para 
formar un único índice que sirva como un fuerte factor de pronóstico y factor predictivo del resultado o resultados 
clínicos. El índice es una sumatoria de los niveles de expresión de los genes utilizados y utiliza coeficientes 
determinados a partir de análisis de componentes principales para combinar los casos de más de un gen desvelado 20 
en un único índice. Los coeficientes se determinan mediante factores tales como la desviación típica de los niveles 
de expresión de cada gen en todo un conjunto de datos representativo y el valor de expresión para cada gen en 
cada muestra. La calidad del conjunto de datos representativo se controló sobre la base de los valores de expresión 
promedio para el gen o genes de referencia como se desvela en el presente documento. 
 25 
Por ejemplo, 1 
 
Dicho de otra manera y con respecto a IGM, los niveles de expresión normalizados para los cinco genes de los 
microarrays o RT-PCR se normalizaron a una media de 0 y una desviación típica de 1 en todas las muestras dentro 
de cada conjunto de datos y después se combinaron en un único índice por muestra a través de un análisis de 30 
componentes principales (ACP), utilizando el primer componente principal. La normalización de los datos de 
expresión primarios dentro de cada conjunto de datos era necesaria para representar las diferentes plataformas 
(microarrays y RT-PCR) y tipos de muestras (congeladas y FFIP). Como resultado, y después de los parámetros de 
escalado, se generó una fórmula para la sumatoria de los valores de expresión que define el índice. La precisión de 
los parámetros de escalado, puede entonces ensayarse basándose en las medias, los errores típicos y las 35 
desviaciones típicas (con intervalos de confianza) de los niveles de expresión de los genes en todo el conjunto de 
datos. Por tanto, la generación de la fórmula para el índice es dependiente del conjunto de datos, del gen de 
referencia y de los genes del IGM. 
 
El ratio HoxB13:IL17BR se calculó como la diferencia en los niveles de expresión normalizados entre HoxB13 y 40 
IL17BR como se ha descrito anteriormente (Ma et al, ídem). Las medias y las desviaciones típicas para HoxB13 y 
IL17BR utilizadas para la normalización de la cohorte de la Tabla 1 se obtuvieron a partir de un análisis de 190 
secciones de tejido FFIP de una cohorte de base poblacional separada de los pacientes con cáncer de mama 
negativo para ganglios linfáticos positivo para receptor estrogénico. 
 45 
Para el IGM, los valores de CT en bruto obviamente anormales se eliminaron antes de hacer la media de los valores 
sobre los duplicados para cada gen y cada muestra. El valor de CT en bruto promediado para cada gen después se 
normalizó mediante el valor de CT promedio de los cuatro genes de referencia (ACTB, HMBS, SDHA y UBC). Los 
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niveles de expresión normalizados (ΔCT) para los cinco genes se combinaron en un solo índice por muestra, que 
puede compararse con un valor de corte predeterminado, tal como 0, donde el IGM alto está por encima del punto 
de corte y el IGM bajo está por debajo del punto de corte. 
 
El índice de grado genómico (IGG) se calculó a partir de los datos de microarrays utilizando los 128 conjuntos de 5 
sondas Affymetrix que representan 97 genes y se aumentó o redujo a escala dentro de cada conjunto de datos para 
que tuviera una media de -1 para los tumores de grado 1 y +1 para los tumores de grado 3 como se ha descrito 
anteriormente (Sotiriou et al., citado anteriormente). 
 
Puntos de corte y análisis estadísticos 10 
 
PUNTO DE CORTE de H/I: El punto de corte de 0,06 para el ratio HoxB13:IL17BR, previamente definido para 
estratificar pacientes tratados con tamoxifeno adyuvante en bajo y alto riesgo de reaparición, se aplicó directamente 
en este estudio. 
 15 
PUNTO DE CORTE de IGM: El cálculo y el punto de corte de IGM se definieron sin utilizar ningún dato de los 
resultados clínicos y, en su lugar, fue un punto de corte natural. El análisis inicial de IGM en la cohorte Uppsala 
indicó una buena discriminación de los tumores de grado 1 y de grado 3 utilizando la media (0) como punto de corte, 
y la agrupación basada en un modelo del IGM también indicó una distribución bimodal, con un punto de corte natural 
aproximadamente en 0. Este punto de corte fue apoyado adicionalmente por el análisis de la curva de característica 20 
operativa del receptor (ROC, por sus siglas en inglés). 
 
ÍNDICE DE GRADO GENÓMICO (IGG): El IGG se dicotomizó en el punto de corte de 0, como se ha descrito 
anteriormente (Sotiriou et al., citado anteriormente). 
 25 
ANÁLISIS ESTADÍSTICOS: Se realizaron el análisis de Kaplan-Meier con ensayo de orden logarítmico y la regresión 
de riesgos proporcionales de Cox para evaluar la asociación de los índices de expresión génica con el resultado 
clínico. Se realizaron modelos de regresión multivariante de Cox para evaluar la capacidad pronóstica de los índices 
de expresión génica después de ajustar para factores pronósticos conocidos. 
 30 
Se comprobó el supuesto de riesgos proporcionales (PH, por sus siglas en inglés) mediante valores residuales de 
Schoenfeld a escala; las variables que transgredían el supuesto de PH se ajustaron en el modelo a través de la 
estratificación. Para representar el diseño de casos-cohortes de la cohorte de la Tabla 1, se utilizaron el análisis de 
Kaplan-Meier ponderado y modelos de regresión de Cox con modificaciones para manipular diseños de casos-
cohortes (véase 19,20 como se implementó en el paquete de encuesta en R (www.r-project.org). Para someter a 35 
ensayo la interacción entre el IGM dicotomizado y el ratio H:I en modelos de regresión de Cox, se utilizó la 
estadística de Wald en la cohorte de la Tabla 1 y se utilizó el ensayo de razón de verosimilitud en la última cohorte. 
 
Las correlaciones de las variables continuas con factores categóricos se examinaron utilizando el ensayo de 
Wilcoxon no paramétrico de dos muestras o el ensayo de Kruskal-Wallis para los factores con más de dos niveles. 40 
 
Todos los análisis estadísticos se realizaron en el entorno estadístico R. Todas los ensayos de significación fueron 
de dos aspectos y p < 0,05 se consideró significativo. 
 
Ejemplo II: Rendimiento como pronóstico del IGM en pacientes con cáncer de mama 45 
 
La capacidad del IGM para predecir el resultado clínico en pacientes con cáncer de mama se examinó utilizando 
conjuntos de datos de microarrays a disposición del público. El IGM se comparó primero con el índice de grado 
genómico (IGG) de 97 genes descrito previamente en dos conjuntos de datos independientes. El análisis ROC indicó 
que el IGM y el IGG eran comparables en la discriminación de tumores de grado 1 y de grado 3 (Fig. 2). En el 50 
análisis de Kaplan-Meier, el IGM dicotomizado en el punto de corte 0 separó los pacientes en dos subgrupos con un 
riesgo de muerte por cáncer de mama significativamente diferente en ambos conjuntos de datos y las curvas de 
supervivencia y las relaciones de riesgo (RR) fueron comparables a las generados por el IGG (Fig. 2). Estos 
resultados demostraron, por tanto, que un índice de 5 genes podría reproducir el rendimiento como pronóstico de la 
firma de 97 genes mucho más compleja. Se señala que a pesar de que el IGM se desarrolló con total independencia 55 
de IGG, cuatro (BUB1B, CENPA, RACGAP1 y RRM2) de los cinco genes estaban entre la firma de 97 genes y el 
quinto gen, NEK2, estaba solo 2 posiciones más debajo de los 112 conjuntos de sondas asociadas al grado 3 
incluidos en el IGG. 
 
A continuación, el IGM se examinó en un estudio TRANSBIG realizado para validar la firma de pronóstico de 76 60 
genes Rotterdam (Desmedt C, Piette M, Loi S, et al: Strong time dependence of the 76-gene prognostic signature for 
nodenegative breast cancer patients in the TRANSBIG multicenter independent validation series. Clin Cancer Res 
13: 3207-14, 2007). Esto permitió la comparación del IGM con otra firma de pronóstico validada de forma imparcial. 
Con toda la cohorte, la aplicación del punto de corte 0 para el IGM dio lugar a dos grupos de pacientes con 
diferentes riesgos de metástasis a distancia (RR = 2,3; IC del 95 % 1,2-4,2, p = 0,0064), mientras que la 65 
estratificación del riesgo mediante la firma de 76 genes fue solo marginalmente significativa (p = 0,046). Véase la 
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Figura 3. 
 
Además, en el subconjunto RE+ de grado 1 o 2 (n = 97), un grupo de pacientes para los que la estratificación del 
riesgo es más arriesgado, el IGM identificó un subgrupo de pacientes con un riesgo significativamente mayor de 
reaparición (RR = 3,3, IC del 95 % 1,3-8,4, p = 0,0085), mientras que la firma de 76 genes no lo hizo (RR = 1,4, p = 5 
0,57). 
 
Tomados en conjunto, en tres grandes conjuntos de datos de microarrays de un total de 608 pacientes, el IGM actuó 
sistemáticamente como un factor de pronóstico fuerte, comparable o superior a firmas mucho más completas. 
 10 
Ejemplo III: Desarrollo y validación de un ensayo de RT-PCR para el IGM 
 
Los cebadores y sondas para los 5 genes del IGM se diseñaron para el formato de ensayo de PCR en tiempo real 
TaqMan (RT-PCR) (Tabla 2). 

15 
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En comparación con las plataformas basadas en microarrays, la RT-PCR en tiempo real ofrece una mayor precisión 
en la cuantificación, especialmente en el análisis de muestras de ARN parcialmente degradadas de las muestras de 
ensayo fijadas con formol e incluidas en parafina (FFIP) (Cronin M, Pho M, Dutta D, et al: Measurement of gene 
expression in archival paraffin-embedded tissues: development and performance of a 92-gene reverse transcriptase-
polymerase chain reaction assay. Am J Pathol 164:35-42, 2004), que son el tipo más común de muestra en el 5 
entorno clínico. 
 
Para validar el ensayo del IGM basado en la RT-PCR, se realizó un estudio de casos-cohortes retrospectivo. Los 
casos eran pacientes que fueron tratados en el Hospital General de Massachusetts (Boston, MA) entre 1991 y 1999, 
pero desarrollaron metástasis a distancia durante el seguimiento, y los controles se seleccionaron aleatoriamente 10 
entre los pacientes que ingresaron en la clínica durante el mismo período y estaban libres de la enfermedad en el 
último seguimiento (véase la Tabla 1 anterior). Los pacientes fueron tratados con el tratamiento de referencia que no 
incluía ninguna terapia sistémica, terapia hormonal ni quimioterapia. Para determinar la utilidad como pronóstico 
independiente de la terapia del IGM, los controles con los casos con respecto a la terapia sistémica. 
 15 
De manera similar a los conjuntos de datos de los microarrays analizados anteriormente, el IGM basado en RT-PCR 
también discriminó con precisión los tumores de grado 1 y los de grado 3 (precisión del 86 %) utilizando el mismo 
punto de corte 0 como se ha descrito anteriormente (Fig. 4, parte A). El análisis de Kaplan-Meier indicó que un IGM 
alto se asoció significativamente a un alto riesgo de metástasis a distancia, independientemente del estado 
ganglionar (Fig. 4, partes B-D). En un modelo de regresión de Cox multivariante ajustado para el tamaño del tumor, 20 
el grado tumoral, los ganglios linfáticos, la terapia sistémica, el IGM permaneció altamente significativo con una 
relación de riesgo de 4,7 (2,1-10,8) (Tabla 3). 
 

Tabla 3. Análisis de riesgos proporcionales de Cox multivariante del IGM en toda la cohorte 
Variable  Relación de riesgo  Intervalo de confianza del 95 % p 
IGM Alto frente a bajo 4,7 2,1-10,08 0,0002 
Tamaño del tumor > 2°cm frente a < 2°cm 0,8 0,4-1,5 0,4580 
Grado tumoral    0,0011 
 II frente a I 1,6 0,5-5,2 0,4331 
 III frente a I 5,6 1,5-20,6 0,0105 
edad > = 35 años frente a < 35 años 0,7 0,2-1,9 0,4687 
Estado ganglionar Pos. frente a Neg. 1,2 0,6-2,3 0,5581 
Tratamiento    0,5733 
 Quimio frente a Ninguno 0,9 0,4-2,4 0,8837 
 Endo frente a, Ninguno 1,5 0,5-4,5 0,4406 
 Quimio + Endo frente a Ninguno 1,0 0,3-3,5 0,9939 

 25 
Por tanto, el IGM como se determinó por RT-PCR mantuvo su alta correlación con el grado tumoral y su rendimiento 
de pronóstico consistente en una cohorte totalmente independiente. 
 
Ejemplo IV: Valor pronóstico complementario del IGM y HOXB13:IL17BR 
 30 
Para demostrar si el ratio HOXB13:IL17BR proporciona información de pronóstico adicional al IGM y viceversa, se 
analizaron ambos índices en los pacientes con ganglios linfáticos negativos tratados con terapia endocrina (n = 93). 
Se ha demostrado que el ratio no sirve como pronóstico en pacientes con ganglios linfáticos positivos, lo cual se 
confirmó en esta cohorte también. En este grupo de pacientes, el IGM y el ratio H:I estaban cada uno fuertemente 
asociado al riesgo de metástasis a distancia (Figura 5, partes A y B). 35 
 
Cuando ambos se tuvieron en cuenta juntos, el IGM fue altamente significativo en la estratificación de pacientes en 
grupos de bajo y alto riesgo solo cuando los tumores tenían una alta H:I, y análogamente, el ratio H:I solo fue 
significativa en la estratificación de pacientes con tumores que tenían un alto IGM (Figura 5E), aunque un ensayo 
formal para determinar la interacción entre estos dos índices no alcanzó significación estadística (p = 0,09). Por 40 
tanto, el IGM y la relación se combinaron para estratificar los pacientes en tres grupos de riesgo (bajo riesgo = bajo 
para ambos índices o alto solo para H:I; riesgo intermedio = alto para el IGM solamente; y alto riesgo = alto para 
ambos, representa el 48 %, el 24 % y el 28 % de los pacientes, respectivamente). 
 
El análisis de Kaplan-Meier de estos tres grupos indicó que el IGM y la H:I altos juntos predijeron un muy mal 45 
resultado para el grupo de alto riesgo (relación de riesgo frente a grupo de bajo riesgo = 40,2, IC del 95 % 5,0-
322,6). Esto se ilustra en la Fig. 5, parte C. Las estimaciones de Kaplan-Meier probabilidad de supervivencia sin 
metástasis a distancia a los 10 años fueron del 98 % (96-100 %), el 87 % (77-99 %) y el 60 % (47-78 %) para el 
grupo de riesgo bajo, intermedio y alto, respectivamente. Además, después de ajustar para la terapia sistémica y los 
factores de pronóstico convencionales (edad, tamaño y grado tumoral) en un modelo de regresión de Cox 50 
multivariante, el índice combinado se mantuvo altamente estadísticamente significativo (Tabla 4), lo que demuestra 
el fuerte valor pronóstico independiente de la combinación del IGM y la H:I. 
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Tabla 4. Modelo de riesgos proporcionales de Cox multivariante de la combinación de IGM y HOXB13:IL17BR en 

pacientes con ganglios negativos tratados con terapia endocrina o terapia endocrina + quimioterapia 
Variables  Relación de riesgo Intervalo de confianza del 95 % p 
IGM + HOXB13:IL17BR    0,0007 
 Intermedio frente a Bajo  5,5 0,9-34,6 0,0720 
 Alto frente a Bajo  24,2 4,3-135,2 0,0003 
Tamaño del tumor > 2°cm frente a <= 2°cm  1,0 0,3-2,9 0,9804 
Edad >= 35 años frente a < 35 años  0,1 0,0-0,4 0,0036 
Tratamiento Endo frente a Quimio + Endo  11,5 2,2-59,4 0,0034 
Nota: El grado tumoral se ajustó para la estratificación. 

 
Para fundamentar aún más el poder como pronóstico de la combinación del IGM y el ratio H:I, se examinaron estos 5 
dos índices en otra cohorte independiente de 84 pacientes RE+ con ganglios linfáticos negativos tratados de manera 
uniforme con terapia con tamoxifeno adyuvante (última cohorte). Después de aplicar los mismos puntos de corte a 
estos dos índices y el mismo algoritmo de combinación como se ha descrito anteriormente, los grupos de riesgo 
bajo, intermedio y alto resultantes consistieron en el 44 %, el 24 % y el 32 % de los pacientes, respectivamente, de 
acuerdo con sus proporciones observadas en la cohorte de la Tabla 1. De nuevo, el análisis de Kaplan-Meier indicó 10 
que el grupo de alto riesgo con tumores altos para ambos índices tuvo el peor resultado clínico (AR frente a grupo de 
bajo riesgo = 7,9 (2,2-28,2) (Fig. 5D) y el ensayo de razón de verosimilitud indicó una interacción estadísticamente 
significativa entre estos dos índices (p = 0,036).  
 
En conjunto, en dos cohortes independientes, el IGM y el ratio H:I proporcionaron información de pronóstico 15 
adicional entre sí y la combinación de ambos índices fue particularmente eficaz en la identificación de un 
subconjunto de pacientes (~30 %) con muy mal pronóstico a pesar de la terapia endocrina, los que indica la 
necesidad de terapias adicionales para estos pacientes. 
 
Ejemplo V: Correlación diferencial de HOXB13:IL17BR e IGM con expresión de RE y RP 20 
 
Tanto HOXB13 como IL17BR son regulados por el receptor estrogénico. La expresión de HOXB13 se suprime 
mientras que la expresión de IL17BR es estimulada por los estrógenos en las estirpes celulares de cáncer de mama 
RE+ (Zuncai W, S Dahiya, Provencher H, et al: The prognostic biomarkers HOXB13, IL17BR and CHDH are 
regulated by estrogen in breast cancer. Clin Cancer Res, 2007). De este modo, la expresión de los 5 genes en el 25 
IGM se sometió a ensayo para determinar su posible regulación similar por la señalización estrogénica. En el grupo 
de pacientes RE+ con ganglios negativos tratados con terapia endocrina analizados anteriormente, donde la H:I alta 
estaba fuertemente correlacionada con una menor expresión de RP, el IGM no se asoció significativamente a la 
expresión del mRNA de ninguno de entre el RE y el RP (Fig. 6). 
 30 
En los tres grupos de riesgo generados por la combinación del ratio H:I y el IGM como se ha descrito anteriormente, 
el grupo de alto riesgo se asoció a una pobre expresión de RP. Curiosamente, el grupo de alto riesgo también 
estaba particularmente enriquecido en tumores que sobre-expresaban HER2 (Fig. 6). Contenía 6 de los 7 tumores 
con alta expresión de HER2 (utilizando 0 como punto de corte, ensayo exacto de Fisher p = 0,001). Por tanto, el 
grupo de alto riesgo tenía tumores tanto con la expresión de RP disminuida como con la expresión de HER2 35 
aumentada, ambos marcadores de resistencia endocrina (Shou J, Massarweh S, Osborne CK, et al: Mechanisms of 
tamoxifen resistance: increased estrogen receptor-HER2/neu cross-talk in ER/HER2-positive breast cancer. J Natl 
Cancer Inst 96: 926-35, 2004). Esto es coherente con su mal resultado a pesar de la terapia endocrina. Estos 
resultados también señalan que el ratio H:I y el IGM probablemente representan vías biológicas distintas, lo que 
podría explicar su utilidad en la determinación de la agresividad tumoral cuando se utilizan juntos. 40 
 
Ejemplo VI: El IGM se asocia significativamente a la RCp 
 
Se utilizaron muestras tumorales de 82 pacientes RE+ tratados de forma preoperatoria con paclitaxel seguido de 5-
FU, doxorubicina y ciclofosfamida (paclitaxel/FAC), una terapia que se utiliza habitualmente para el cáncer de mama, 45 
para estudiar la correlación del IGM con la sensibilidad a la quimioterapia. 7 de 82 (el 8,5 %) de los pacientes RE+ 
tuvieron una respuesta patológica completa (RCp) y los 7 pacientes tenían un alto IGM. Ningún tumor con un bajo 
IGM (~55 %) tuvo una RCp en el paciente correspondiente. Véase la Figura 11. Aproximadamente el 20 % de los 
tumores de alto IGM tuvieron una RCp o un enriquecimiento de 2,3 veces y un valor predictivo positivo del 100 %. 
 50 
De este modo, el IGM alto se asocia significativamente a una respuesta patológica completa (RCp) en los tumores 
RE+ (p = 0,0053). Y el IGM indica qué tumores tienen probabilidad de ser sensibles o resistentes a la quimioterapia. 
Los resultados demuestran que el IGM y Oncotype DX tienen un rendimiento similar en la predicción de la quimio-
respuesta en situaciones preoperatorias (Chang, J. et al. "Gene expression patterns in formalin-fixed, paraffin-
embedded core biopsies predict docetaxel chemosensitivity in breast cancer patients." Breast Cancer Research and 55 
Treatment, 10.1007/s10549-007-9590, 2007). 
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Listado de secuencias 
 
Dos secuencias representativas de ARNm de Bub1B: 25 
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Dos secuencias representativas de ARNm de CENPA: 
 

 5 
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Dos secuencias representativas de ARNm de NEK2: 
 

 5 
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Dos secuencias representativas de ARNm de RACGAP1: 
 

 

5 
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Dos secuencias representativas de ARNm de RRM2: 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un método que comprende: 
 

analizar una muestra de células de cáncer de mama de un sujeto que padece cáncer de mama para determinar 5 
el nivel de expresión de Bub1B, CENPA, NEK2, RACGAP1 y RRM2 y sumar los niveles de expresión como un 
único índice para determinar un único índice para el sujeto; 
analizar el ratio de la expresión de HoxB13 frente a la expresión IL17BR (ratio H:I) para el sujeto en la muestra; 
comparar el índice del sujeto con un punto de corte del índice; 
comparar el ratio H:I del sujeto con un punto de corte del ratio H:I; en el que el punto de corte del índice y el 10 
punto de corte del ratio H:I se determinan como los puntos de corte naturales en una distribución bimodal de 
índices o ratios H:I en un conjunto de datos, en el que el conjunto de datos comprende índices o ratios H:I de 
pacientes que (i) tuvieron reaparición del cáncer y (ii) no tuvieron reaparición del cáncer; 
clasificar el índice o el ratio H:I del sujeto como de "alto riesgo" si el índice o el ratio H:I corresponde a un valor 
por encima del punto de corte del índice o del punto de corte del ratio H:I o clasificar el índice o el ratio H:I del 15 
paciente como de "bajo riesgo" si el índice o el valor de H:I corresponde a un valor igual o inferior al valor de 
punto de corte del índice o el valor de punto de corte del ratio H:I, y 
determinar que el sujeto tiene un riesgo aumentado de reaparición del cáncer si el índice y el ratio H:I del sujeto 
se clasifican como de alto riesgo, o predecir que el sujeto tiene un riesgo reducido de reaparición del cáncer si el 
índice y el ratio H:I del sujeto se clasifican como de bajo riesgo o si el índice del sujeto se clasifica como de bajo 20 
riesgo y el ratio H:I del sujeto se clasifica como de alto riesgo, o predecir que el sujeto tiene una probabilidad 
intermedia de reaparición del cáncer si el índice del sujeto se clasifica como de alto riesgo y el ratio H:I del sujeto 
se clasifica como de bajo riesgo. 

 
2. El método según la reivindicación 1, en el que dicho análisis comprende la preparación de ARN a partir de dicha 25 
muestra. 
 
3. El método según la reivindicación 2, en el que dicho ARN se utiliza para la PCR (reacción en cadena de la 
polimerasa). 
 30 
4. El método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho análisis comprende el uso de un 
array. 
 
5. El método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicha muestra se disecciona a partir de 
tejido retirado de dicho sujeto. 35 
 
6. El método según la reivindicación 3, en el que dicha PCR es RT-PCR (transcripción inversa-PCR), opcionalmente 
RT-PCR en tiempo real. 
 
7. El método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicha muestra es una muestra fijada con 40 
formol incluida en parafina (FFIP). 
 
8. El método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho cáncer es el carcinoma ductal in 
situ (CDIS). 
 45 
9. El método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicha reaparición del cáncer comprende 
la reaparición local. 
 
10. El método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende adicionalmente la selección de 
una terapia para el sujeto sobre la base de los resultados de la determinación. 50 
 
11. El método según la reivindicación 1, en el que la modelización estadística para determinar el punto de corte del 
índice comprende la agrupación basada en un modelo del índice para obtener una distribución bimodal del índice, y 
en el que el punto de corte del índice se determina como el punto de corte natural de la distribución bimodal. 
 55 
12. El método según la reivindicación 11, en el que el punto de corte del índice es 0. 
 
13. El método según la reivindicación 1, en el que la modelización estadística para determinar el punto de corte del 
ratio H:I comprende el análisis de regresión logística del conjunto de datos. 
 60 
14. El método según la reivindicación 13, en el que el punto de corte del ratio H:I es 0,06. 
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